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Uber den EinfluB der Formalinfixierung von Organen 
auf die Extrahierbarkeit der Lipoide. 
Von 
Milos Mladenovic und Hans Lieb. 


(Aus den Medizinisch-chemischen Instituten der Universititen Zagreb und Graz.) 
(Der Redaktion zugegangen am 11. Februar 1929.) 


Fiir die chemische Analyse menschlicher Organe, wie sie 
der pathologische Anatom zur Unterstiitzung und Sicherstellung 
seiner Diagnosen défter braucht, werden dem Chemiker hiutig 
Objekte zur Verfiigung gestellt, die bereits in Formalin ge- 
legen hatten. So konnten wir unsere in der voranstehenden 
Arbeit mitgeteilten Befunde iiber Cerebrosidspeicherung 
in Milz und Leber bei Morbus Gaucher nur an formalin- 
fixiertem Material erheben und auch die Untersuchung der 
Milz in einer friiheren Veréffentlichung') iiber diesen Gegen- 
stand betraf solches Material. Uns interessierte daher die 
Frage, inwieweit die Extrahierbarkeit der Lipoide durch 
die Formalinfixierung der Organe beeintrichtigt wird. Ks ist 
uns nicht bekannt, ob in dieser Richtung systematische Unter- 
suchungen vorliegen. Wir entnehmen nur einer Mitteilung 
von William Bloom und Ruth Kern?), die sich zur Ge- 
winnung der Lipoide aus Milztrockenpulver der von uns an- 
gewendeten Methode der primiaren Ather- und sekundiren 
Alkoholextraktion bedienten, daB in einem Fall von lipoid- 
zelliger Splenomegalie, Typus Niemann-Pick, der Ather- 
lésliche Anteil aus frischer Milz um 6,7 °/,, der alkoholliésliche 
Anteil um 11,8°/, hoher war als der aus formalinfixierter Milz. 
Von einer normalen Milz untersuchten sie nur frisches Material, 


1) Diese Zs. Bd. 170, S. 60 (1927). 
*) Archiv of Internal Medicine, Bd. 39, S. 456—461 (1927). 
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von einem Gaucherfall stand ihnen ebenfalls nur fixiertes 
Material zur Verfiigung. 

Unsere Mitteilung, die eine Erginzung zur vorangehenden 
Arbeit darstellt, beschiftigt sich nur mit der Untersuchung 
verschiedener normaler Lebern im nativen und for- 
malinfixierten Zustand. Das Material stellte uns wieder 
ki, Epstein, Wien, in entgegenkommender Weise zur Ver- 
fiigung, wofiir wir ihm auch an dieser Stelle danken méchten. 
Jede Leber wurde von ihin von Gallenblase und Bindegewebe 
betreit und in 2 Teile geteilt, von denen der eine in 10°/,ige 
Formalinlésung gelegt, der andere in der Fleischmaschine zer- 
kleinert und sofort im Faustschen Apparat getrocknet wurde. 
Die uns iibergebenen Trockenprodukte wurden nun feinst ge- 
pulvert, und fiir die Extraktion im Vakuum iiber Schwetel- 
siure bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Die in Formalin 
fixierten Leberteile wurden nach ihrer Zerkleinerung in der 
Fleischmaschine zunichst mit Wasser von 60° bis zum Ver- 
schwinden der Formalreaktion gewaschen und dann in gleicher 
Weise weiter behandelt. 

Die Extraktion wurde, um vergleichbare Ergebnisse zu 
erzielen, im Soxhletapparat unter genau den gleichen Be- 
dingungen durchgefihrt, die wir bei der Extraktion der Gaucher- 
leber (vgl. voranstehende Mitteilung*) gewihlt hatten, also 
Sstiindige Extraktion mit reinem, wassertreien Ather und 
34 stiindige Extraktion mit 96 °/,igem Alkohol, woran sich ein 
zweimaliges, 2 stiindiges Auskochen mit Alkohol schlob. Die 
nach dem Kindampfen im Vakuum erhaltenen Verdampfungs- 
riickstiinde wurden noch einmal in Ather, bzw. in absolutem 
Alkohol aufgenommen und erst die nach dem Filtrieren, abev- 
maligem Abdunsten und Trocknen im Vakuum iiber Schweiel- 
siiure erhaltenen Riickstiinde als Ather- bzw. Alkoholabdunstungs- 
riickstiinde in die nachstehenden T'abellen eingetragen. Auch 
die weitere Verarbeitung und Analyse der Abdunstungsriick- 
stiinde entsprach véllig der der Abdunstungsriickstiinde der 
Gaucherleber, so daB sich hier eine genauere Darstellung er- 


') Cerebrosidspeicherung bei Morbus Gaucher, III. Mitteilung. 
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iibrigt. Uber die Herkunft, das Rohgewicht und Trocken- 
gewicht der verschiedenen Lebern teilte uns Herr Epstein 
folgendes mit: Leber | stammt von einem groBen Fétus und 
hatte ein Rohgewicht von 30g; Leber II mit einem Roh- 
gewicht von 68 g stammt von einem Neugeborenen; beide 
Lebern waren vereinigt worden; Leber III von einem kleinen 
Kinde hatte ein Rohgewicht von 94g und lieferte 18g = 19°/, 
‘rockenpulver; Leber IV hatte ein Rohgewicht von 150 g; 
80 g gaben 11,6 g = 14,5°/, Trockenpulver. 

Um dem Einwande zu begegnen, daB eine § stiindige 
Extraktion mit Ather, die fiir die Gaucherleber urspriinglich 
aus bestimmten Griinden gewahlt worden war, nicht hinreiche, 
um den gréBten Teil der itherléslichen Lipoide zu erfassen, 
fiihrten wir mit Leber IV vergleichsweise 50 stiindige Ather- 
extraktion durch. Die Ergebnisse zeigen, daB schon die kurze 
Kixtraktionsdauer geniigte, um fast siimtliche iitherlisliche 
Lipoide zu extrahieren (vgl. Tab. I). 


Tabelle J. 
Leberpulver Extraktions-| Atherabdunstungsriickstand 
dauer d 
|, des 
5 Stunden 8 Trockenpulvers 
a) 8,0 nativ 8 0,766 | 9,57 
b) 3,253 ,, 50 0,320 9,84 
a) 8,0 fixiert 8 0,6135 7,67 
b) 8,0 ,, 50 0,613 7,63 


Wir sind uns dabei wohl bewuBt, daB die Lipoidextraktion 
von Organtrockenpulvern nicht vollig quantitativ verliuft, worauf 
schon verschiedentlich in der Literatur hingewiesen wurde.") 

Die nachstehenden Tabb. II, Ila und III enthalten die 
irgebnisse der Ather- bzw. Alkoholextraktion der verschiedenen 
Leberpulver und die Ergebnisse der Untersuchung der Ab- 
dunstungsriickstiinde. Es sind darin auch die analytischen 
lirgebnisse enthalten, die bei der Extraktion der in der voran- 


) J. Fex, Biochem. Zs. Bd. 104, S. 82 (1920); E. Miiller, Zs. Biol. 
Bd. 88, S. 182 (1928). 
15* 
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Prozentgehalt, auf Lebertrockenpulver bereechnet. 
Ein- N-Gehalt P-Gehalt 
Ge- |Aceton Aceton] Aceton un-| Aceton Aceton un- Aceton 5 
| samt [unldsl. lésl. | Teil Teil Teil losl. Teil 
L I fixiert | 6,00 6,33 0 | 6,33 _ 0,0134 | 0,0134 _ 0,0052 | 0,0052 | 1,06 | 2,30 
, nativ | 6,00 | 8,12] 0,875 7,23 | 0,0182 | 0,0250 | 00432 | 0,0256 | 0,0179 | 0,0435 | 1,32 ] 3,81 
up fixiert] 5,946] 4,24] 0 4,24 oe 0,010 | 0,010 ie 0,0035 | 0,0035 | 0,36 | 1,77 
/nativ |10,00 8,88 | 0,48 8,33 0,0128 0,0447 0,0575 0,0207 0,0163 | 0,0370 | 1,00 | 4,09 
IV | fixiert 800 | 767] O | 7,67 os 0,011 | 0,011 we 0,0045 | 0,0045 | 0,75 | 3,15 
nativ | 8,00 | 9,57] 0,42 9,13 | 0,0078 | 0,0584 | 0,0662 | 0,0141 | 0,0155 | 0,0296 | 0,93 | 4,91 
Gaucher fixiert] 6,993] 10,2 | 0,65 9,55 | 0,0532 | 0,00 | 0,0532 | 0,0041 | 0,00 0,0041 | 1,15 | 5,96 
Tabete Ila. Atherextraktion. 
Prozentgehalt, auf Atherabdunstungsriickstand berechnet. 
Atherabdunstungsriickstand N-Gehalt P-Gehalt Gesamt- 
eutralfe 
Leber Aceton Aceton Aceton Aceton cholesterin 
unlésl. Teil —lésl. Teil unlésl. Teil | lésl. Teil 
Lu 0 0,212 0 0,082 16,75 36,25 
nativ 2,08 | 0,845 2.98 0,247 18,22 52,74 
Ill | fixiert 0 0,235 0 | 0,082 8,46 41,77 
nativ 2,67 0,536 4,32 0,196 12,00 49,07 
IV fixiert 0 0,144 0 0,059 9,74 41,02 
nativ 1,85 0,64 3,36 0,17 10,2 53,79 
Gaucher fixiert 8,18 0,00 0,63 0,00 12,00 62,37 
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Tabelle II]. Alkoholextraktion. 
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m| N-Gehalt, P-Gehalt, 
» tes ber. auf ber. auf 
28 
fixiert | 6,0 | 6,40] 2,20 0.141 | 2,70 0,173 | kein Cerebrosid isolierbar 
nativ | 6,0 | 13,45] 4,93 0,663] 1,81 | 0,244 7 
| 
fixiert | 5,946] 7,97 | 1,98 0,158 | 3,20 0,255 
nativ |10,00 | 8,88 | 7,23 | 0,642 | 1,75 0,155 i 
fixiert | 8,0 6,14 | 2,08 , 0,123 | 2,96 0,182 ms 
nativ | 8,0 | 14,89 | 6,78 | 0,74 | 1,96 0,213 7 
fixiert | 6,993] 10,91 | 2,34 0,255 | 0,78 0,085 | Etwa 100 mg Rohceere- 
| brosid, d. s. 18,1°/, des 
Alkoholabdunstungs- 
riickstandes, od. 1,43 °/, 
des Trockenpulvers iso- 
liert (Kerasin). 


stehenden Mitteilung besprochenen, formalinfixierten Gaucher- 
leber erzielt wurde. In Tab. Ila sind der Stickstoff—Phosphor— 
Cholesterin- und Neutralfettgehalt auf Prozente des Ather- 
abdunstungsriickstandes berechnet, wodurch der Unterschied 
zwischen fixiertem und nativem Material besser zum Ausdruck 
kommt, wahrend in Tab. II diese Werte auf Lebertrocken- 
pulver umgerechnet sind. 

Aus den Tabellen ersieht man deutlich, daB die Formalin- 
fixierung der Leber fiir die Extrahierbarkeit der Lipoide nach- 
teilig ist. Sowohl der iitherlésliche als auch der alkohol- 
lésliche Anteil ist aus Nativlebern stets gréBer als aus fixiertem 
Material. Allerdings sind die erhaltenen Werte, wie es bei 
ler Verschiedenartigkeit des Materials nicht anders zu er- 
warten ist, nicht gleich. Fir die Atherabdunstungsriickstiinde 
aus den Lebern I, Il und IV ergab sich eine Differenz von 
rund 2°/,, d. h. aber, daB aus Nativlebern mindestens um 
33°/,) mehr Atherabdunstungsriickstiinde zu gewinnen sind 
cls aus fixierten Lebern. Fiir die Alkoholabdunstungsriick- 
stiinde ergab sich eine Differenz von 7—8°/,, was in diesem 


if 
| 
ih 
hoa 
‘aay 


226 M. Miadenovié u. H. Lieb, EinfluB der Formalinfixierung usw. 


Falle sogar eine Steigerung der Extraktmenge auf das Doppelte 
(um 100°/,) aus Nativlebern gegeniiber fixiertem Material be- 
deutet. Bei Leber III ist das Verhalten allerdings etwas 
anders, indem hier der Atherabdunstungsriickstand aus Natiy- 
material rund doppelt so groB ist als aus fixiertem Material. 
Der Alkoholabdunstungsriickstand aus Nativlebern jedoch iiber- 
trifft den des fixierten Organs nur um }/,, seines Gehaltes. 
Das mag einerseits in der Ungleichartigkeit des Materials, 
anderseits vielleicht in der Menge der Fixierungsfliissigkeit 
und deren Einwirkungsdauer auf die Organe begriindet sein. 

Aber nicht nur in bezug auf die Menge der extrahier- 
baren Anteile unterscheiden sich native und formalinfixierte 
Leber; auch der Stickstoff—Phosphor—Cholesterin- und Neutra)- 
fettgehalt des Atherabdunstungsriickstandes aus Nativlebern ist 
bedeutend héher als aus Formalinlebern. Besonders hervor- 
zuheben ist auch die Beobachtung, daB der aus _ fixiertem 
Material gewonnene Atherabdunstungsriickstand restlos in 
warmem Aceton léslich war, wihrend von dem aus Nativleber: 
erhaltenen Extrakt bis zu 10 °/, in Aceton unléslich war. Dieser 
Umstand, sowie die Feststellung, daB der Phosphorgehalt des 
Abdunstungsriickstandes aus Nativlebern bedeutend héher waz, 
sprechen dafiir, daB in erster Linie die Phosphatide eine 
Schidigung im Sinne einer Spaltung erfahren haben muBteu 
und daf die Spaltprodukte zum Teil vermutlich bei Behani- 
lung des fixierten und zerkleinerten Materials mit warmem 
Wasser herausgelést wurden. 

Von den durch Alkoholextraktion erhaltenen Abdunstungs- 
riickstiinden (vgl. Tab. III) ist zu bemerken, daf die aus Natiy- 
lebern gewonnenen bedeutend stickstoffreicher sind als die aus 
fixiertem Material erhaltenen; im Phosphorgehalt waren zwar 
keine bedeutenden Differenzen, jedoch auch keine Regelmibig- 
keit in dem Sinne feststellbar, daB etwa das Nativmaterial 
stets héhere Phosphorwerte ergeben hatte. 
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Uber einige Organveranderungen durch grofe Vigantolgaben 
bei der Ratte. 


Von 


Fr. Holtz und Th. v. Brand. 
Mit 5 Figuren auf Tafel IV, V und VI. 


‘Ausgefiihrt mit Mitteln der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft.) 


‘Aus der biochemischen Abteilung des chemischen Laboratoriums Géttingen und dem 
physiologischen Institut Erlangen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 5. Dezember 1928.) 


Im AnschluB an die Vitaminuntersuchungen von Windaus- 
Holtz}) hatten wir uns die Frage vorgelegt, ob durch sehr 
Uberdosierung des Vitamins D irgendwelche neuen 
pharmakologischen Wirkungen zu erzielen seien. Windaus- 
Holtz?) hatten bereits beobachtet, daB eine bis zu tausendfache 
Uberdosierung des Vitamins D, bezogen auf antirachitisch- 
prophylaktische Dosis, fiir Ratten scheinbar unschiidlich ist. 
lin weiteren Verlauf dieser Untersuchungen steigerten wir die 
Vitamindosis bis auf etwa das hunderttausendfache der thera- 
peutischen Dosis; wir benutzten hierbei zuniichst das Vitamin- 
D-Priparat ,,Vigantol“ der Firma E. Merck, Darmstadt, in 
10°/, dliger Lésung. 

Inzwischen berichten Kreitmair und Moll’) aus dem 
Merckschen Laboratorium iiber Uberdosierungsversuche mit 
Vigantol an verschiedenen Tierarten. Als hervorstechende 
Merkmale bei tiber zehntausendfacher Uberdosierung werden 
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heschrieben: Gewichtsverlust, starke Milzverkleinerung und end- 
lich Verkalkungen in und an den GefaBwiinden, in der Herz- 
muskulatur, in der Magenwand, in den Lungen, in den Nieren 
und in der Interkostalmuskulatur. Die Nieren waren meist 
geschrumpft, in der Rinde fanden sich vabilreiche gelbe und 
weibe Kinlagerungen; die Nebennieren waren hiufig mit Kalk- 
herden durchsetzt. Als das Primire sehen die Autoren die 
Verkalkung der groBen und kleinsten Arterien an, aus der 
sich dann spiter die iibrigen Krankheitssymptome und Organ- 
veriinderungen entwickeln sollen. 


Aus unseren eigenen Versuchsergebnissen mdéchten wir 
vorliufig nur folgende Einzelheiten mitteilen: 


Der EinfluB verschiedener Fabrikationsserien des Vigantols 
auf das Gewicht sowohl wachsender als auch ausgewachsener 
Tiere war teilweise sehr deutlich, zum Teil aber auch un- 
gleichmiBig oder nicht wahrzunehmen. Wir geben die Ge- 
wichtstabellen zweier unserer zahlreichen Versuchsserien wieder 
(Tab. 1 und 2). 


Tabelle 1. 


Versuchsserie mit Gewichtsstérungen. 


Am 16. XII. 27 wurden 18 Ratten eigener Zucht, Alter 4 Wochen, 

in Einzelkiifigen untergebracht und mit ,,Miitterdiat (Olkuchen, Mais- 

schrot, Casein, NaCl) erniihrt. Zugabe von tiglich entweder 0,1 ccm 

Oliven6él oder 0,1 cem 0,1°/, Vigantol Merck oder 0,1 cem 10°/, Viganto! 
Merck. 


0,1 cem Olivenédl | 0,1 mg Vigantol | 10 mg Vigantol 


Gewicht am Gewicht am Gewicht am 
16. XII. | 2, I. | 9, 1.]16. 2. I. | 9. I.]16. 2. 1. | 9. I. 


93 31 74 +90 28 


35 86 35 | 87) 95] 31 | 49° 37 
| | 80 | 951 30 | 44 35 
31 | 68 | 87] 36 | 88} 30 | 59 


so | 52 | 58] 32 | 72| 91] 81 | 38 | 82 


Durchsebnitt 32 75 89 | 838 | 78 | 98 31 45 39 
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Tabelle 2. 


Versuchsserie ohne Gewichtsstorung. 
Behandlung der Tiere wie vorstehend. Am 30. IV., 21. V. und 11. VI. 
wurden Tiere zur histologischen Untersuchung getotet. 


Gewicht am 
Geb. am | | 
11.1V.| 21.1V.| 1. V. | 10. V.| 19. V. | 29. V. | 6. VI. 
13.11. | 35 | 45 50. 62 70 | 81 | 78 
12. 37 | 40 37 | 88 
11.11. | 38 | 50 | 57 | 67 | 68 | — | — 
13.11]. | 40 | 45 52 62 61 77 82 
44.100. 41 | 47 | 48 | 52 | 53 | — 
amg ¢ 15. III. 48 55 68 | 69 
Vigantol || 111 | 49 | 46 | 51 | 58 | 64 | — | — 
13. ITI. 35 42 48 | 60 | 68 | 81 86 
| 14.011 | 34 38 89 | 43 | 43 49 50 
[] 12.111. | 38 | 46 | 48 | 55 | 68 | 76 | 70 
15.1. | 47 | 47 | 52 | 49 | 48 | — | — 
10mg | 40 | 47 51 | 62 | 69 84 | 92 
v; 14.11. | 43 | 46 | 46 | 48 | 49 | 49 | 44 
igantol | | | | 
12.11. | 38 | 45 | 51 | 57 | 67 | 78 | 73 
12.111. | 48 | 50 | 45 | 59 63 | 771 84 


Von unseren bisherigen Organbefunden sei folgendes an- 
gefiihrt: 

Niere (Fig. 1—3). Tiere, die tiglich 10 mg Vigantol 
wihrend 5—6 Wochen erhalten hatten, zeigten starke kalkige 
Kinlagerungen. Diese fanden sich einesteils in der Wand der 
kleinsten BlutgeféBe, vornehmlich der Rinde, in geringerem 
‘rrade aber auch in denen der Papillen; ferner in dem iuBeren 
Blatt der Glomeruluskapsel sowie auch in den verschiedensten 
Abschnitten der abfiihrenden Harnkaniilchen der Rinde. Neben 
diesen flichenhaft ausgebildeten Sklerosierungen sahen wir im 
Mark aus runden Kérpern zusammengesetzte Konglomerate, 
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die sich ebenso fairbten wie die oben erwihnten Verkalkungen 
(nach Kossa mit AgNO,), und die — ebenso wie jene — in 
mit HNO, vorbehandelten Priparaten fehlten. Diese Kérperchen 
fanden sich auch spirlich bei den nur mit Olivendl (tiglich 
0,1 ccm) gefiitterten Kontrolltieren, waihrend bei den letzteren 
die iibrigen Befunde fehlten. Die Glomeruli der Vigantoltiere 
waren z. I’. kollabiert und verédet; die Epithelien der Rinden- 
kanilchen zeigten teilweise Schidigungen. Bei den 2 mg-Tieren 
waren die Befunde ihnlich, jedoch schwicher. Kin Zusammen- 
hang zwischen Stirke des pathologischen Nierenbefundes und 
der Gewichtskurve konnte nicht festgestellt werden. Kalk- 
einlagerungen in den Nieren sind das konstanteste Merkmal; 
wir fanden sie bei simtlichen Vigantol-iiberdosierten ‘Tieren, 
wihrend zB. sich bei 2 mg-Tieren Kalkeinlagerungen ia 
anderen Organen nicht nachweisen lieBen. 

Lunge (Fig. 4). Ausgedehnte kalkige Ablagerungen im 
Alveolargebiet. 

Herz (Fig. 5). Im Gegensatz zu Kreitmair und Moll, 
die die Kalkablagerungen in der Herzmuskulatur fanden, sahen 
wir die letztere immer frei. Dagegen fanden wir bei den 
10 mg-Tieren fast regelmibig ausgedehnte Sklerosierungen 
der CoronargeféBe, auch in Fiillen, in denen die Aorta kalk- 
frei war. 

Aorta. In seltenen Fiillen sahen wir Kalkablagerungen 
in der Media der Aorta, stets ohne grébere Veriinderungen 
der Intima. Wir stimmen mit Kreitmair und Moll darin 
iiberein, daB der Kalkeinlagerung keine lipoide Degeneration 
vorangeht. Jedoch war in unseren Fallen immer nur ein Teil 
des Querschnittes auf kurze Strecke erkrankt. 

Leber, Milz und Nebennieren waren — auch in ibren 
(sefiben — immer kalkfrei. 

Leber. Die Lebern der iiberdosierten Tiere waren immer 
auffallend prall mit Blut gefiillt, die Capillaren stark erweitert. 
so dab man fast zwischen je zwei Zellbalken ununterbrochene 
Reihen yon Blutkérperchen sah. 
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Milz. Die Milz war nur in einem Teil der Falle ver- 
kleinert und erschien dann etwas atrophisch, wihrend grébere 
histologische Veriinderungen fehlten. 

Knochenmark. Das Knochenmark war in einem Teil 
der Fille wesentlich stirker mit GefiBen durchzogen als normal. 

Die von Kreitmair und Moll beobachteten Organ- 
veriinderungen, die sich weitgehend mit den von uns gesehenen 
decken — in beiden Fiillen erzeugt durch grobe Gaben einer 
10°/,igen Vigantollésung in Olivenél oder Sesamél — werden 
von den Autoren als eine Wirkung des Vitamins |) betrachtet. 
Die Differenzen zwischen den Ergebnissen sowohl unserer 
eigenen Versuche als auch zwischen den Versuchen von 
Kreitmair und Moll und uns kénnen zunichst in eindeutiger 
Weise nicht erklart werden. Es ist moéglich, daB die einzelnen 
Fabrikationsnummern sich verschieden verhalten, es scheint 
uns aber auch nicht véllig ausgeschlossen, daB die einzelnen 
Individuen in sehr verschiedener Weise auf die Verabreichung 
groBer Dosen Vigantol reagieren. Es wird hieriiber erst 
Klarheit gewonnen werden kénnen, wenn Untersuchungen an 
noch gréBeren Versuchsreihen durchgefiihrt werden. Auch fiir 
die Frage, ob diese Wirkung groBer Dosen Vigantol als 
Hypervitaminose aufzufassen ist, erscheint es wichtig, quanti- 
tativ die Beziehungen zwischen antirachitischer Wirksamkeit 
und Giftwirkung genau festzulegen. Im Falle von Hyper- 
vitaminose muBte mit zunehmender antirachitischer Wirksam- 
keit eines Praparates auch die Giftigkeit zunehmen. Arterien- 
verkalkungen kénnen durch eine Reihe chemischer Verbindungen 
hervorgerufen werden (nach Heubner und seinen Schiilern: 
Acetaldehyd und 4hnliche aliphatische Aldehyde, Milchsiure, 
Brenztraubensiiure bei eiweiBarmer Ernihrung, ferner Arterien- 
veriinderungen durch Wasserstoffsuperoxyd, Benzoylsuperoxyd, 
Chloramin u. a.*) 

Eine gewisse Ahnlichkeit mit unseren Nierenbefunden 
haben die histologischen Priparate von Nieren nach akuter 
(Juecksilbervergiftung (Ablagerung von Kalksalzen). 

Es erscheint somit nicht ausgeschlossen, daB die vou 
Kreitmair und Moll und uns beobachteten Erkrankungen 
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nicht als Hypervitaminosen aufgefaBt werden diirfen, sondern 
vielleicht auf ein Nebenprodukt im Vigantol?) zuriickgefiihrt 
werden miissen. Hierauf deutet auch unser Befund, daB bei — 
nach unseren eigenen Rattenversuchen — _ gleichem anti- 
rachitischen Wirkungsgrad die verwandten Vigantollésungen 
auberordentlich verschiedenes Verhalten beziiglich der oben 
erwihnten Erscheinungen zeigten. Allerdings kénnte diese 
Tatsache auch als Folge verschieden starker Resorption der 
fraglichen Vigantollésungen aus dem Darme gedeutet werden. 

Zur Klarung dieses Fragenkomplexes war es wiinschens- 
wert, mdglichst wohldefinierte Bestrahlungsfraktionen gleich- 
zeitig auf antirachitische Wirksamkeit und im Uberdosierungs- 
versuch zu priifen. Wir untersuchen aus diesem Grunde jetzt 
die Wirkung von verschiedenen Ergosterinbestrahlungsprodukten, 
die von uns durch Bestrahlung von Ergosterin mit Mg-Funken 
in Uviolglas unter strengstem SauerstoffabschluB hergestellt 
werden. 

In letzter Zeit ist von klinischer Seite in einer Reihe 
von Arbeiten berichtet worden iiber Schidigungen, die auf 
(Gabe von antirachitischem Vitamin hin entstanden. Ls ist 
nach unserer Auffassung im Interesse einer sachgemiifien 
wissenschaftlichen Erkenntnis der Vitaminwirkung sowie nutz- 
bringender therapeutischer Verwendung des Vigantols gefahrlich 
und daher scharf zu verurteilen, wenn auf Grund weniger 
klinischer Beobachtungen sowie auf Grund von nicht sehr um- 
fangreichen Experimenten an Tieren weitgehende Schliisse 
gezogen und diese der Offentlichkeit unterbreitet werden. Die 
Priifung von Substanzen auf antirachitische Wirkung sowie 
toxische Wirkungsweise von Vitaminpriparaten in Tierversuchen 
setzt eine auBerordentlich grofe langjihrige Erfahrung auf 
diesem Gebiete und andererseits ein sehr groBes Tiermaterial 
und gut geschulte zuverliissige Hilfskrifte bei diesen Tier- 
versuchen voraus, falls diese Resultate Anspruch erheben 
sollen, als ernste exakte wissenschaftliche Arbeit gewertet zu 
werden. Ferner sind die Begriffe ,antirachitisch hochwirksam“ 


') Auch nach Zufuhr itibermiiBiger Mengen Priiformin und Radiostol 
entstehen iihnliche Organveriinderungen (Anm, bei der Korrektur). 
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und ,,Vitamin-Einheit“ noch bisher giinzlich unbestimmte, von 
der Willkiir des Einzelnen abhiingige Begriffe. 

Wir schlieBen uns der Auffassung von Kreitmair und 
Moll voll und ganz an, daB aus diesen, durch ungeheure 
Uberdosierung erzielten Erkrankungen Bedenken gegen die 
therapeutische und prophylaktische Anwendung des Vigantols 
nicht bestehen, vorausgesetzt, daB eine wohliiberlegte Dosierung 
von seiten des Arztes stattfindet, wie sie ja fiir jedes Heil- 
mittel selbstverstiindlich ist. 


Literatur. 


1. Windaus- Holtz, Nachrichten d. Ges. d. Wissenschaften zu Gottingen, 
Mathem.-physik. Klasse 1927, Heft 2. 
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Erklarung zu Tafel IV—VI. 


Fig. 1. 10, dicker Schnitt durch Nebenniere und Teil der Niere einer tiglich mit 

10 mg Vigantol gefitterten Ratte. Fixiert mit 96°/, Alkohol. Kalkfarbung nach Kossa 

mit Silbernitrat, nachgefairbt mit Boraxcarmin. Vergr. 18, Okular 3, Objektiv a, (Zeiss). 

Nebenniere vollig kalkfrei (die wenigen dunklen Flecken in der Nebeunfere sind zufallige 

Verunreinigungen). In der Niere sehr starke kalkige Einlagerungen. Die groBen runden 
schwarzen Niederschlage sind vollig verkalkte Glomeruli. 


Fig. 2. 10m dicker Schnitt durch die Niere einer 10 mg-Vigantolratte. Fixierung und 
Firbung wie bei Fig. 1. Vergr. 250, Okular 3, Apochromat 40 (Zeiss). 
Starke kalkige Einlagerungen. Im Bilde oben liegender Glomerulus im wesentlichen kalk- 
frei, beim unten liegenden ist das iuBere Blatt der Glomeruluskapsel ergriffen. 


Fig. 3. 10m dicker Schnitt durch die Niere einer Vigantolratte. Fixierung und Farbung 
wie bei Fig.1. Vergr. 750, Okular 3, Olimmersion 1,20 mm (Zeiss). 
Kollabierter Glomerulus; starke Verkalkung der Glomeruluskapsel, beginnender Kalk- 
niederschlag im Innern des Glomerulus. Oben im Bild ringformig stark verkalktes Gefab. 
Fig. 4. 10 4 dicker Schnitt durch die Lunge einer Vigantolratte. Fixierung und Farbung 
wie bei Fig.1. Vergr. 59, Okular 3, Apochromat 10. 

Grobere und feinere Kalkherde, vornehmlich in der Wand der Alveolen. 

Fig.5. 10 dicker Schnitt durch die Herzmuskulatur einer Vigantolratte, Fixierung und 
Farbung wie bei Fig.1. Vergr. 59, Okular 3, Apochromat 10 (Zeiss). 

Starke Verkalkung der CoronargefiBe, Herzmuskulatur selbst vollkommen kalkfrei. 
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EinfiuB der Struktur auf die Kinetik der Desmolasen. 
2. Teil. Urikase. 


System: Urikase, Harnséure, Leber und Nierenbrei. 
Von 


St. J. v. Przytecki. 


(Aus dem Institut fir physiologische Chemie der Universitat Warschau.) 
(Der Redaktion zugegangen am 24. Dezember 1928.) 


In dem ersten Teil unserer Modelluntersuchungen wurde 
nachgewiesen, daB die mittels der Urikase hervorgerufene Harn- 
siiurezersetzung durch viele Gattungen von Sorbenten gehemmt 
wird (Przytecki'). In dem vorliegenden zweiten Teil unserer 
Arbeit wollen wir die Art des Einflusses der endocellularen 


Struktur auf die Urikasewirkung klarstellen. 

Da wir 6fters die Enzymreaktionskinetik in heterogenem 
Medium behandeln werden, so méchten wir die Gleichung 
solcher Reaktion darstellen, wo das Knzym und das Substrat 
adsorbiert sind. Sie lautet: 

In homogenem Medium 

d 
(1) [F)[S]. 
In heterogenem Medium 


wo / =e, (sorbierter Teil) + «, (unsorbierter Teil) des 
Enzyms und 
s, (sorbierter Teil) + s, (unsorbierter Teil) des 
Substrates darstellen. 
Aus unseren vorherigen Untersuchungen wissen wir, dab 
die Reaktion ¢,s, nicht von statten geht. 
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Deshalb ist es verstiindlich, daB die Reaktion um so 
schneller verlaufen wird, je gréBer das Verhiltnis 


(3) 3 wd (4) 2 
ist (Przytecki**). Diese Gleichungen gelten fiir die einfachen 
Modellversuche. 

Noch andere Momente miissen nun jetzt am biologischen 
Material beriicksichtigt werden, da wir ja die Enzymreaktionen 
in einem sehr komplizierten Medium untersuchen, in welchem 
kolloidale, im labilen Sol- oder Gelzustande sich befindende 
Sorbenten auftreten und wo auBerdem Aktivierungs- und ins- 
besondere auch Hemmungskérper anwesend sind, wie es fiir 


die Urikase nachgewiesen wurde. 


Strukturvernichtung durch mechanische Mittel. 


1. Es ist fast gewiB, daB bei dieser Vernichtungsart eine 
Verinderung des Sorbentenzustandes stattfinden Die 
Autolyse ruft eine Ansiuerung hervor. Diese veriindert die 
Adsorptionsfahigkeit vieler Biokolloide (beispielsweise Sorption 
des Glykogen auf ungeronnenem Eiweib). 

2, Die Oberfliche der Sorbenten wird vermindert und 
verindert (Koagulation, Sol, Gel). Dies fiihrt zu a) einer Ver- 
iinderung der Gleichungen (3) und (4); b) einer Kinschliebung 
eines gewissen Teiles der Substrate und Enzyme; c) zu einer 
Verminderung der Anzahl der Kontaktgruppen (Oberfliichen 
aktiver Zentren); d) einer Veranderung der Oberfliichenstruktur, 

3. Die Plasmabewegung verlangsamt sich gleichzeitig mit 
der Strukturzertriimmerung oder wird sogar ganz eingestellt. 

4. Durch verschiedene Strukturvernichtung erfolgt eine 
Vermischung des Zellinhaltes mit dem extracelluliiren Medium. 

Aus diesen Erérterungen sehen wir, dab die Struktur- 
vernichtung nicht immer dieselben Effekte hervorrufen wird. 
Das erhaltene Resultat andert sich von Fall zu Fall, auch 
wenn wir nur eine Reaktionsgattung und zwar die enzymatische 
Reaktion in Betracht ziehen. Das Resultat wird in erster 
Linie von folgenden Bedingungen abhingen: 
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1. Von der Anderung der Sorptionsisothermen des Enzyms 
und des Substrates (s, =«, und s, = 5,). 

2. Von der Anderung der Sorbentenoberfliche und des 
Sorbentenzustandes. 

3. Derselbe Sorbent der aktivierend als Sol wirkt, kann 
nach dem Ubergang in den Gelzustand einen hemmenden 
KinfluB ausiiben. Insbesondere wird die spezifische Sorption 
(Chemosorption) durch die Strukturvernichtung verindert. 

4, Nebensiichliche von der Sorption unabhingige Einfliisse, 
wie die p,,-Veranderung usw. 

5. Wenn wir eine Reaktion zwischen einem endocellularen 
Enzym und einer extracellulir befindlichen Substanz unter- 
suchen, so spielt die Vernichtung der ,,SSemipermeabilitét“ der 
Zellwand eine besonders wichtige Rolle. Kine Wand, die 
impermeabel fiir das Enzym (das b. w. sorbiert ist) und schwer 
durchlissig fiir das Substrat ist, ist in vielen Fallen derjenige 
Faktor der Knzymreaktion, der die Geschwindigkeit des Ab- 
laufs reguliert. Durch die Strukturvernichtung kann die Reak- 
tion vielfach schneller verlaufen. Die Differenz kann man aut 
folgende Weise darstellen. 

Wenn wir die gesamte Menge der Substanz als S be- 
zeichnen, als s, die im Zellinnern und im Bereich der Enzym- 
wirkung vorhandene, als s, die auBen, extracellulir und auBer- 
halb des Bereiches der Enzymwirkung vorhandene, wobei also 
S=s,-+ s, ist, dann haben wir s, —> s, und vor der Struktur- 


vernichtung 


nach der Strukturvernichtung 

d , 
(6) = kh’ 


Ks kann auch ¢-»e, eine Reaktionsbeschleunigung hervor- 
rufen. 


Oberflachenkorperwirkung. 
Wir haben in diesem Fall nicht nur eine eluierende Wir- 
kung, sondern auch eine Veriinderung der Kigenschaften der 
Sorbenten (Koagulation) und der Fermente (z. B. die Saccharase 
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wirkt in Loésungen verschiedener Alkohole sehr verschieden 
Meyerhof.’) 

Hier miissen wir, ebenso wie bei der mechanischen Struktur- 
vernichtung, als aktivierendes Moment die VergréSerung der 
Zellwandpermeabilitét erwahnen (s, —> s,). 

Auch hier spielt die Natur des Sorbenten eine sehr grobe 
Rolle, da sowohl das Ferment als auch das Substrat durch 
die Koagulation des Kolloids umhiillt und abgesperrt und so 
inaktiviert werden kann. 

Da Experimente iiber den Einflu8 der Strukturvernichtung 
schon vielmals mit den Hydrolasen gewoéhnlich mit demselben 
Erfolg ausgefiihrt wurden, wenden wir uns den Desmolasen 
vom Oxydasetypus zu, um auch hier Fille von Beschleunigung 
zu finden.*) Solch ein Beispiel stellt uns die Urikase vor. 
Ihre Wirkung wird durch beide Formen von Struktur- 
vernichtung beschleunigt. 

Der experimentelle ‘Teil unserer Untersuchungen be- 
schiiftigt sich: 

1. Mit dem Nachweis einer Aktivierung. 

2. Mit der Erklirung dieser Wirkung und zwar durch 
den Nachweis a) daB eine Harnsiuresorption auf den Zell- 
geriisten stattfindet und daB die Sorption durch die ober- 
tlichenaktive Kérper vermindert wird; b) da8 auch die Urikase 
sorbiert ist und da ihre Sorption durch dazu gewiihlte 
Narcoticakonzentrationen nicht oder wenig verindert wird. 

3. Wir werden dann eine Unterscheidung zwischen der 
durch Elution von s, —»> s, und «, —> «, und der durch Zell- 
wandpermeabilititsvergréBerung oder der Zellwandsemipermea- 
hilitétsvernichtung hervorgerufene Aktivierung > U,) durch- 
zuliihren versuchen. 


In allen Fallen wurde die Harnsiure nach Folin-Denis bestimmt. 
Alle Details der Methodik sind in dem experimentellen Teil beschrieben. 
Uberall wurde der flissige Teil des Breies, wie gewoéhnlich enteiweiBt 
und erst dann wurde die U bestimmt. 

Die Reaktion erfolgte bei p,; = 7,0—7,5. 


*) Vgl. auch Abderhalden®) und Nord.!’) 
Noppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie, CLXXXI. 16 
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A. Reaktionsgeschwindigkeitsveranderungen der Harnsaure- 
zersetzung. 


1. Durch mechanische Mittel. 


Wir untersuchten folgende Einwirkungen: a) Das Zer- 
reiben mit Quarzsand; b) das zweimal wiederholte Kinfrieren 
bis —12°; c) die Vereinigung dieser zwei Arten von Ein- 
wirkungen. In allen Fallen wurde als Kontrolle («) der Brei 
von der Nicre (Ochsen oder Pferdenieren) oder Leber (Hund): 
1. als Ganzes oder seine Teile, 2. insbesondere die kleinen 
Kornchen, die als die oberste Sedimentation auf den groben 
Teilen des Gewebes sich ablagerten, oder nach der Methode 
von Warburg’) bereitet wurden, 3. die groben Teilchen, die 
wahrscheinlich noch auBer Zelltriimmern auch intakte Zellen 
enthielten, angewandt. 

Der Brei wurde, wie gewoéhnlich, aus dem Organ mittels 
der Fleischmaschine bereitet: 

a) Aus den Versuchen a, b, c und der Kontrolle (a) er- 
gibt sich, daB nach der Strukturvernichtung die Reaktions- 
geschwindigkeit eine Steigerung erfahren hat. Die Ergebnisse 
sind in der Tab. I zusammengefaBt. 

Die maximale Steigerung der U-Zersetzung betrug bei C 
20°/, gegeniiber der bei & gefundenen Zersetzung. 

b) Die Untersuchungen, die mit den Kérnchen ausgefiihrt 
wurden, zeigen keinen oder fast keinen Unterschied zwischen 
der Harnsiurezersetzung in der Kontrolle « und in a, b und c 
(Tab. I). 

c) Das Verhalten der groben Teilchen glich sehr dem- 
jenigen der ganzen Masse des Breies. 


2. Durch chemische Mittel. 


Auch hier untersuchten wir die drei Breisorten: die fein 
zerriebene Masse, die Kérnchen und die groben Teilchen. 

Wir verglichen die Harnsiurezersetzung in Breien: «) die 
nur durch die Fleischmaschine zerrieben, a) die mit Quarz- 
sand zerquetscht wurden, ferner b) die dem Kinfrieren und 
c) die den beiden letzten Kinwirkungen unterworfen waren. 
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Alle Experimente wurden ohne oder mit Alkoholzusatz aus- 
gefiihrt. Als Alkohol wurde der Propylalkohol in 0,4—1,0°/,iger 
Konzentration gebraucht. Wir iiberzeugten uns, daB diese 
Lésungen weder eine aktivierende noch eine hemmende Wir- 
kung auf die gereinigte Urikaselésung ausiiben (Finkler, un- 
veriffentlichte Arbeit). Somit konnten wir etwaige Neben. 
wirkungen auf die gereinigte Enzymlésung ausschlieBen. 

1. Ganzer Brei (Tab. I) nur durch Fleischmaschine durch- 
gelassen. Der Alkoholzusatz ruft eine viel gréBere U-Zer- 
setzung hervor. Der Unterschied kann bis 100°/, und mehr 
sein (Mittelwert 82 °/,). 

a) Der Brei mit Quarzsand zerrieben gab fast dieselben 
Resultate. 

b) Der eingefrorene Brei. Auch hier erhalten wir nach 
Alkoholzusatz denselben Harnsiiurezerfall wie bei @ und a. 

c) Dasselbe beobachten wir bei dem Brei, der durch das 
Einfrieren und durch Zerreiben mit Quarz erhalten wurde. 
Die Geschwindigkeit der U-Zersetzung nach Alkoholzugabe 
war fast dieselbe wie bei «, a und b. 

Schon aus diesen Untersuchungen kénnen wir die Folge- 
rung ziehen, daB die Beschleunigung, welche die Harnsiiure- 
zersetzung unter dem Kinfluf von Alkohol erleidet, um so 
kleiner wird, je mehr sie durch die mechanische Struktur- 
vernichtung aktiviert war. 

2. Kérnchen. 

In allen untersuchten Fallen konstatierten wir bei Alkohol- 
zusatz denselben Effekt. Uberall wirkt der Alkohol auf die 
U-Zersetzung aktivierend und iiberall in demselben Prozent. 
Mittelwert 71 °/,. 

Wo die Reaktionsgeschwindigkeit nicht durch mechanische 
Mittel vergréBert war, haben wir dieselbe Aktivierung durch 
Alkohol. Sehr interessante Resultate erhielten wir, als wi 
verschiedene Konzentrationen von Alkohol und Harns&ure zu 
diesen Untersuchungen wihlten (Tab. I). Es zeigte sich, dab 
der Alkohol bis zu einer begrenzten Konzentration um s0 
stiirker aktivierend wirkte, je héher seine Konzentration war. 
Bei einem Gehalt der Lésung an Propylalkohol von 1,0—1,2", 
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anfangend schligt seine Wirkung ins Gegenteil um, anstatt 


zu aktivieren hemmt es jetzt die U-Zersetzung. 
Tabelle II. 


Die Zahlen geben die Prozente der zersetzten Harnsiiure durch die 
Kornchensuspension aus Nierenbrei. 


In einer 20 mg-°/,igen In einer 45 mg-°/, igen 
U-Lésung U-Lésung 
Alkohol- 
Zunahme der Zunahme der 
tration der Reaktions- der Reaktions- 
in °/ zersetzten geschwindigkeit| zersetzten | geschwindigkeit 
Harnsiiure in °/, Harnsiiure in 
Kontrolle von Kontrolle 
0,4 30 | 36 30 | 20 
0,6 36 | 64 35 | 40) 
0,8 39 | 77 37 | 48 
1,0 40 | 82 39 | 56 
1,2 38 | 73 36 | 44 


Wenn wir jetzt dieselbe Konzentration des Alkohols (z. B. 
0,8°/,) gebrauchen und die Konzentration der zugesetzten U 
iindern, dann wird die aktivierende Wirkung des Alkohols um 
so gréBer sein, je kleiner die Konzentrationen der U gewahlt wird. 

3. Grobe Teilchen. 

Die erhaltenen Resultate (Tab. I) gleichen denjenigen, die 
mit dem ganzen Brei ausgefiihrt wurden. 

Wenn wir die erhaltenen Resultate zusammenfassen, so 
sehen wir klar, daB die beiden Arten der Vernichtung keine 
Hemmung, sondern im Gegenteil eine bedeutende Beschleuni- 
sung der Reaktionsgeschwindigkeit hervorrufen. 

Wir wenden uns jetzt den Untersuchungen zu, durch 
welche wir eine ursiichliche Erklirung fiir die Aktivierung 
gefunden haben. 

Wir fangen mit den Anderungen an, die bei der Sorption 

* von U und der Urikase stattfinden. Diese Tatsachen werden 
» uns die Verschiebung e,—»«, und s,—»>s, klarlegen. 


B. Sorption der Harnsaure. 


Wenn wir das Wesen der Veriinderung der Reaktions- 
geschwindigkeit erkliren wollen, welche durch die Struktur- 
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vernichtungen oder durch die Narcotica hervorgerufen wird, 
so miissen wir in erster Linie den Zustand in Betracht ziehen, 
in dem sich die beiden Komponenten in Organen befinden. 
Wir fangen mit der Harnsiiure an. Unsere Untersuchungen 
iiber die Sorption dieser Siure auf dem HiihnereiweiB (Przy- 
tecki*) und auch diejenigen von La Franca‘) machen es sehr 
wahrscheinlich, daB insbesondere in sehr verdiinnten U-Lésunger, 
der gréBte Teil der Harnsiiure adsorbiert werden muB. 

Wir untersuchten nunmehr die Sorption auf den Gelen 
der Gewebe (Leber und Niere). Die Untersuchungen wurden 
mit dem Jrganbrei ausgefiihrt. 

In allen unseren Untersuchungen wurden zwei Hingrifie 
benutzt, um die Harnsiurezersetzung vollstindig zu sistieren, 
Der erste beruht auf der Kinfiihrung von FNa, in solchen 
Dosen, daB dadurch die Urikase vollstiindig inaktiviert wird, der 
zweite auf Kinhalten einer niedrigen Temperatur (O—1”). 

Der Sorptionsgrad wurde nach einem 1—2—4stiindigem 
Schiitteln bestimmt. Die erhaltenen Resultate sind in der 
Tab. IIT zusammengefabt. 

Wir miissen auch hier auf die angewandte Alkoholmenge 
aufmerksam machen. Man bereitete eine 1°/,ige Propy!- 
alkohollésung. 

Es ergibt sich eine groBe Sorptionsfahigkeit der U au 
der Leber, sowie an dem Nierenbrei. Die Prozente der sor- 
bierten Harnsiure hingen von der Konzentration der zugesetztei 
U-Lésung, sowie von seiner Menge ab. Die Experimente 
wurden mit dem totalen Brei, oder mit den kleinen Koérnchen 
ausgefiihrt. 

Wir wenden uns jetzt den Untersuchungen zu, die mit 
a, a,b undc und die mit dem gesamten Brei erhalten wurden. 
Der Brei sorbiert gut. Wenn wir aber Propylalkohol zugebeu, 
dann konstatieren wir in kurzer Zeit, daB fast die ganze Menge 
der sorbierten Harnsadure eluiert wird. Anstatt von 51°, 
sorbiertem U bleiben nur 4,0°/, an den Sorptionsoberflacheu 
ibrig. 

Bei den Untersuchungen, die mit «, a, b, c ohne Alkolol- 
zusatz ausgefihrt wurden, beobachteten wir, daB die mechanische 
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Tabelle LI. 


Harnsiuresorption in Prozent der angewandten Lésung. 


der sorbierten Harnsiiure 
Materials] 2] Obne| Mit | Obne| Mit | Ohne} Mit 
| | 
| 
o2 | | 40] | 38] 55 | 38 | 58 | 3,5 
02 | 46 | 42, 50 | 41 49 4,1 58 | 4,0 
| 48 | 39) — | 39 | 48 | 40: 50 | 40 
03 | 44 51) — | 50 | 47 50 50 | 5,1 
96 | 60 34 | 55 | — | 55 | | 5,5 
0,6 | 39 | 6,2 | 45 59] — 46 | 6,0 
§ (| 0,2 55 | 39 | 56 | 89 | — | — | 55 | 4,0 
ZAall 60 | 6 | 50) — | — | 6 | 50 
SJ] 02 | 43 | 48 | 42 | 49) — | — | 42 | 4,7 
Ell o¢6 | 3 | 70} | — | — | | 69 
06 | 27 | 56) 28 55) — | — | 29 | 5,5 
06 | 19 | 3,9 19 | 89 | 
54 48) — | — | — | — | 58 | 42 
Si] O60] 31778) 


Strukturvernichtung eine VergréBerung der sorbierten Harn- 
siuremenge verursacht. Und so haben wir folgende Mittel- 
werte: bei «) 48,5°/,; bei a) 52°/,; bei b) 52°/, und bei - 
¢) 55,5 °/, der sorbierten Harnsiiure in 20 mg-°/, Liésung. 

Der Alkoholzusatz ruft in allen Fillen eine merkliche 
Elution hervor. Sie ist iiberall fast dieselbe. 

Unsere Untersuchungen, die mit dem feinkérnigen ‘Teil 
des Breies ausgefihrt wurden, zeigten keine Veriinderung der 
Harnséuresorption nach dem mechanischen Kinwirken in den 
Fallen von «, a, b und c (bei einer 20 mg-/,-Lésung wird 
93°/, der U sorbiert und bei der 60 mg-°/,-Lisung 27°/,). 
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Was die Alkoholeinwirkung anbetrifft, so konstatieren wir 
eine allgemeine eluierende Wirkung, wobei fast der ganze ad- 
sorbierte Anteil der U in die Liésung iibergeht. 


C. Der Zustand, in dem sich die Urikase in den Zellen 
befindet. 


Die mittels unserer Methode gereinigte Urikase erwies 
sich als ein ziemlich leicht diffundierender Kérper, der wahr- 
scheinlich ein kleines Molekulargewicht besitzt, Przytecki.°) 

Im Gegensatz dazu blieben, alle Versuche die Urikase 
auBerhalb der Zellen (im Blute) oder aus den Zellen (Mace- 
rationssafte) zu gewinnen, erfolglos. Wir waren der Meinung, 
daB der Grund dieses Verhaltens in der Adsorption des Fer- 
mentes auf den Zellgelen und Solen liegt. 

Um diese Frage zu beantworten, wandten wir uns den 
Untersuchungen iiber die Verteilung der Urikase in folgenden 
Zellbestandteilen zu: fliissiger Teil, und zwar der gesamte 
wiiBrige Auszug, das Berkefeldfiltrat, die kleinen Kérnchen, 
die Pulverform besitzen und der grobkérnige Anteil, der am 
schnellsten zu Boden sinkende Teil des Breies. 

Wir erinnern, daB die gesamte in gereinigter Form unter- 
suchte Urikasemenge das Berkefeldfilter passiert. 

Es erwies sich (Tabelle IV), daB nur ein minimaler Teil 
der Nierenurikase sich durch das Berkefeldfilter filtrieren lift 
(83—8 °/5). 

Im allgemeinen besitzt der fliissige Teil, der durch sechs- 
stiindiges Stehen nach folgendem Zentrifugieren und Filtrieren 
durch dichte Papierfilter von kleinen Kérnchen mioglichst be- 
freit war, eine sehr kleine Aktivitiit (8—22°/, der gesamten 
Menge’. 

Fast die ganze Urikasemenge befindet sich in den 
festen Partikelchen, auch wenn der Nierenbrei in sechsfachem 
Volumen Wasser gelést wird. Sowohl das Kérnchenpulver als 
auch der grobkérnige Brei enthalten das aktive Ferment. 

Die erhaltenen Resultate, die in der Tabelle IV zu- 
sammengestellt sind, zeigen uns, daB keine gréBeren Unter- 
schiede zwischen den Portionen ohne und mit Alkohol be- 
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merkbar sind. Die Differenz in Prozenten der freien Urikase 
liegt zwischen 6,5 und 21°/. Der Mittelwert fiir den ganzen 
Nierenbrei fir den Berkefeldfilter ist 11°/, und fiir den 
filtrierbaren Teil 12,5°/,. Fir die Kérnchensuspension haben 
wir bei dem Berckefeldfiltrat 10,5°/, und fir den filtrierbaren 
Teil 12°/,. Die Verteilung der Urikase zwischen der Lésung, 
den Partikelchen sowie im ganzen Brei, als auch im K6rnchen- 
pulver erwies sich als dieselbe in den beiden Portionen. 
Auch die mechanischen Einwirkungen zeigten keine gréBere 
Elution der Urikase. 

Zusammenfassend: beide Vernichtungsmittel, die eine Re- 
aktionsbeschleunigung der Harnsiurezersetzung hervorrufen, 
iindern in keiner Weise den Sorptionszustand des Enzyms. 

Alle zitierten Experimente wurden mit dem Brei, ohne 
jeden Pufferzusatz und in einem schwach saurem Medium 
durchgefihrt. 

Bei unseren Untersuchungen iiber den EinfluB der 
Struktur und seiner Vernichtung arbeiteten wir aber bei einem 
P,, = 7,0—7,5. Wir wollten uns iiberzeugen, ob die oben er- 
wihnten Resultate der kleinen Urikaseelution durch das ver- 
schiedene p,, nicht veriindert werden. Zu diesem Zweck 
gingen wir zu zwei Typen von Experimenten iiber, und zwar 
1. zur Bestimmung der Konzentration der sorbierten Urikase- 
menge und seine Elution in alkalischem Medium, ohne und 
nach Alkoholzusatz; 2. zum Nachweis, was fir Anderungen in 
der Konzentration der léslichen Urikase, nach dem Einfihren 
der Harnsiure ohne oder mit Alkoholzusatz bei p,, = 7,2—7,) 
statthaben. In den beiden Fillen wurde der Kérnchenbrei 
untersucht. 

Im ersten Fall bestimmten und verglichen wir die Menge 
der Harnsiiure, die in den Liésungen aus Kérnchensuspension 
nach dem Zentrifugieren und Filtrieren in drei Fallen: 

a) ohne jeden Zusatz (ohne Puffern), 

b) nach Pufferzusatz (Phosphate oder NaOH) bis zu 
Py = 1,2—%,4, 

c) nach Puffer und Alkoholzusatz erhalten wurde. 

Wir ersehen (Tab. IV), daB die Veriinderung der Wasser- 
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stoffionenkonzentration keine oder fast keine Elution des En- 
zyms hervorruft (Berckefeld oder gewdéhnliche Filtrate nach 
Zentrifugieren, a und b). Im Gegenteil beobachteten wir eine 
sichtbare Elution der Urikase im Fall c. Die Elution ver- 
groBert die Menge des léslichen Enzyms um 12—24°/. Da 
die Menge der léslichen Urikase in Prozenten der ganzen 
Enuzymmasse ohne Alkohol 10—20°/, ist, so werden wir mit 
Alkohol im Maximum 12—24°/, freie Urikase haben. 

Es scheint also aus unseren Experimenten hervorzugehen, 
daf die Urikase im alkalischen Medium durch Alkohol ein 
wenig leichter eluierbar ist als dies in saurem Gebiet der 
Fall ist. 

Der zweite Experimenttypus wurde folgenderweise ausgefiihrt: 
Der Kornchenbrei wurde einer Temperatur von 0—2° ausgesetzt. Nach 
einer Stunde wurde die U-Lésung zugesetzt und gemischt. In eine 
zweite Portion wurde die U und Alkohol zugesetzt. 2 Stunden spiiter 
wurde die Mischung filtriert oder zentrifugiert und filtriert. Alle diese 
Operationen wurden in der Kilte ausgefiihrt. In derselben Zeit wurde 


eine Portion ohne U-Zusatz filtriert. 
Nach dem Filtrieren wurde in den drei Kélbchen die U-Menge in 


einer kleinen Fliissigkeitsmenge bestimmt. 

Nun wurde U bis zum Ausgleich seiner Konzentration zugesetzt, 
fernerhin auch Wasser, um iiberall dieselbe Menge der Fliissigkeit zu 
erhalten, und danach gelangten die Kélbchen in den ‘Thermostaten 


(Tab. VI). 

Die Urikasemenge in der Kontrolle und nach dem U-Zu- 
satz (ohne Alkohol) war fast dieselbe. Die Hinfiihrung von 
Harnsiiure hat also eine sehr kleine eluierende Wirkung auf 
die sorbierte Urikase (3—6°/,). Die VergréBerung der Harn- 
siiurezersetzung, die durch Alkoholzusatz hervorgerufen wird, 
kann dagegen bis 30°/, (Maximum) derjenigen Zersetzung be- 
tragen, die im Fall ohne Alkoholzugabe nachgewiesen wurde. 
Aus diesen Zahlen kinnen wir den Grad der Urikaseelution 
als 3,0—7,8°/, der totalen Urikasemenge berechnen, wobei die 
freie Urikase von 10—20°/, auf 13—26°/, gesteigert ist. 

Ganz ‘hnliche Resultate wurden mit dem Berckefeld- 
fiitrat oder durch Zentrifugieren und Filtrieren erhalten. 

Alles zusammenfassend, kénnen wir folgende Schliisse 
ziehen, was die Urikasesorption und Elution anbetrifft: 
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1. Die gréBte Menge der Urikase befindet sich im Organ- 
brei im sorbierten Zustande. 

2. Der Alkoholzusatz zum Brei ruft eine kleine Elution 
des Enzyms hervor (12,6°/,). 

3. Bei leicht alkalischer Reaktion des Mediums kénnen 
wir durch Alkoholzusatz eine Elution beobachten, die eine 
Steigerung der freien Urikase, im Maximum 20°/, des sich in 
Lésung befindenden Enzyms beobachten (Mittelwert 17,4). 

4. Die zugesetzte Harnsiiure eluiert sehr schwach. Wenn 
aber die U und Alkohol gleichzeitig zugesetzt werden, dann 
erfolgt eine stiirkere Elution. Sie betriigt bis 30°/, der ge- 
lésten oder auf den filtrierbaren Solen adsorbierten Urikase- 
menge (M. 22°/,). 

Unsere weiteren Untersuchungen hatten den Zweck, sich 
zu iiberzeugen, ob der sorbierte Anteil der Urikase aktiv ist. 
Zu den gereinigten Koérnchen setzten wir eine gewisse Portion 
von U-Lésung zu. Die ganze Portion verteilten wir in zwei 
Erlenmeyerkélbchen. Die eine wurde ohne jede Verinderung 
gelassen. 

Die zweite Portion wurde, um aus ihr die Kérnchen aus- 
zuscheiden, zentrifugiert und filtriert. 

In der ersten Portion konstatierten wir eine schnelle U- 
Zersetzung (Tab. V), waihrend in der zweiten nur eine kleine 
Zersetzung stattfand. 


Tabelle V. 


Harnsiiurezersetzung in °/, der eingefiihrten, 
wo 20 mg-°/, U-Lésung angewandt wurde. 


Nach dem Abtrennen 


Mit Kérneh 
der Kérnechen 


29,7 3,9 


49,7 5,1 
56,1 
79,0 8,8 


Die sorbierte Urikase ist also aktiv, was mit unseren 
Beobachtungen iiber ihre starke Wirkung in den Zellen iiber- 
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einstimmt, wo sie fast vollstiindig im adsorbierten Zustande 
vorliegt. 


D. Analyse des Mechanismus. 


Mechanische Wirkungen. Drei Momente sind bei der 
Beschleunigung der Harnsiiurezersetzung in diesem Fall in 
Betracht zu ziehen: a) die Sorption der Harnsiure wird nicht 
nur vermindert, sondern vergréBert; b) die Sorption der Uri- 
kase unterliegt keinen gréBeren Veriinderungen; c) die mecha- 
nische Kinwirkung ruft bei der Untersuchung der Kérnchen 
keine Anderung der Reaktionsgeschwindigkeit hervor. 

Die zitierten Momente kénnen nicht durch die Veriinde- 
rung der Reaktionsgleichung 2 (S. 234), und zwar durch die 
VergréBerung des Teils «, oder s, erklirt werden. Der 
Punkt c zeigt aber, daB die Aktivierung nur dann zustande 
kommt, wenn wir mit unverletzten Zellen als Kontrolle ar- 
beiten. Dies l4Bt uns vermuten, dab die durch mechanische 
Mittel hervorgerufene Aktivierung durch die Erleichterung des 
Kontaktes H mit S hervorgerufen wird. Diese VergréSerung 
ist aber meistenteils nicht durch Elution, sondern durch die 
Vernichtung der Zellenbarriere (Zellengrenze) hervorgerufen. 
Auf diese Weise wird die Konzentration der Harnsiiure, die 
dem Enzym in Kontakt gebracht wird, vergréBert. Statt 


= -(S—s,) kénnen wir mittels s, s, die ganze 


Reaktion durch die Gleichung = wenn S = s; 


ausdriicken. Dann erhalten wir eine maximale Aktivierung. 


Wir sehen aus dieser Gleichung, daB so ein Aktivierungsmecha- 
nismus nur in dem Fall zustande kommen kann, wo wir ein Substrat 
zufiihren. Ob solche Momente in den Fiillen, wo £ und SW sich in den- 
selben Zellen befinden, zustande kommen, ist nicht bekannt. 

Chemische Mittel. I. Untersuchungen iiber die Granula. Auf 
diesen Teil des Leber- oder Nierenbreies iiben alle mechanischen Mittel, 
wie wir gezeigt haben, hinsichtlich einer Veriinderung der Reaktions- 
geschwindigkeit keine Wirkung aus. Wie wir aber bei der Propylalkohol- 
einwirkung nachgewiesen haben, sind folgende drei charakteristische 
Momente hervorzuheben: Eine starke Aktivierung der Harnsiiurezer- 
setzung. b) Eine starke Sorption der Harnsiiure und eine nachfolgende 
Elution durch Alkoholzusatz. c) Der gréBte Teil der Urikasemenge 
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bleibt in unseren Granulasuspensionen im sorbierten Zustande. Die zu- 
gesetzte Alkoholmenge ist zu gering, um eine gréBere Elution des 
Enzyms hervorzurufen und um eine Enzymaktivierung zu verursachen. 


Wenn wir jetzt alle diese Tatsachen zusammenfassen, so 
bemerken wir, daB der Propylalkohol eine Zunahme der Re- 
aktionsgeschwindigkeit in erster Linie durch die Elution der 
Harnsiiure hervorruft. Es kommt zum Austausche s, —> s,. 

Wir wollen nunmehr einige experimentelle Daten, die aus 
der Geschwindigkeitsinderung, der Elution, dem Enzym und 
Substratenzustand erhalten wurden, in unsere Gleichung 2 ein- 
setzten. Wir wollen in die Gréfen ¢, « und s,, s,, die 
Verteilungsgrade einfiihren. Und so werden wir bei einer 
Urikasesorption von 90 und 50°/, der U, die folgende Glei- 
chungen haben, wo der nicht adsorbierte Teil des Enzyms «, 
iiberall als Summe des freien und des auf den filtrierbaren 
und durch Zentrifugieren nicht sinkenden Teilen der Fliissig- 
keit bestimmt wurde. Praktisch bestimmten wir ihn durch 
starkes Zentrifugieren und Filtrieren der Kérnchensuspension. 
Uberall wurde in diesen Experimenten gleichzeitig die U- und 
#-Sorption, so wie die Geschwindigkeit der U-Zersetzung in 
Portionen ohne und mit Alkohol bestimmt. 


+ & 4,0 = und + = 


Den Betrag des Verteilungsgrades schreiben wir in der 
Klammer neben der entsprechenden Bezeichnung: 


+’ 0,5) +4” [82 0,59] 
Diese Gleichungen gelten fiir den Fall, daB wir eine 20 mg-°/, 


U-Lésung gebrauchten. Im Fall, wo eine 45 mg-°/,-Lésung 
angewendet wird, haben wir 


K = (0,85) + Le, 0,9)" 0,681 (2b) 
od [sy 0,38) +h" [& 0,68) 
Wenn wir jetzt die Anderungen, welche durch die Alkohol- 


einfiihrung hervorgerufen werden, in die Gleichungen einfihren, 
dann erhalten wir: 


(2a) 
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fir die 20 mg®/, U-Lésung: 


K = [81 0,685; onl + [& 0,881 0,98)] 20) 
+ 0,00) + A” 0,191] [2 00,98] 
und fiir die 45 mg®/, U-Lésung: 
K = [810,05] + 050] [%2 0,951 2d) 


+ 0,00) + [% 0,19] [4s 


Wenn wir jetzt den Reaktionsteil ¢, s,, als praktisch nicht 
verlaufend ansehen und auBerdem die Annahme machen, dab 
alle drei Koeffizienten der Reaktionsgeschwindigkeit k” = /’” = 
k” bei derselben «- und s-Konzentration die gleichen sind, 
was fiir den Teil ¢, s, = ¢,s, sehr wahrscheinlich (Meyerhof®), 
Willstatter’), Truszkowski®’) aber fir ¢,s, nicht nach- 
gewiesen und wenig wahrscheinlich ist), dann bekommen wir 
das folgende Bild: 

Fiir 20 mg-°/,-Lésung: 

Ein Teil von s, wird schon in sorbiertem Zustand durch 
«, zersetzt, da aber «,=10°/, von # und s, = 50°/, von 4, 
die Geschwindigkeit des Teils ¢,s, = 5°/, der Geschwindigkeit, 
wo der ganze # und § in unsorbierten Zustand wiiren. 

Der Teil ¢,s, gibt uns 45°/, der Geschwindigkeit /-5, 
und der Teil «s, liefert 5°/,. Die ganze Reaktion der 
Gleichung 2a liefert 55°/, derjenigen, die in homogenem Me- 
dium bei derselben #- und S-Konzentration, wenn S = 20 mg-°/,, 
verlauft. 

Bei der Konzentration von 45 mg-°/, U haben wir: 
£8, =0; = 58,5°/,; «5, =3,5°/, und = 6,5°/,. 
Summe = 68,5°/,. 

Wenn wir jetzt die Gleichungen analysieren, die nach 
dem Alkoholzusatz erhalten wurden, dann bekommen wir fol- 
gende Zahlen (Prozente) fiir 20 mg-°/, U: = 81,84; 
= 0,84; «,s, = 11,6. Summe = 93,1°/,. 

Fiir 45 mg°/, U: ¢, s, = 83,6; «s,=0,6; «¢,s, = 11,4. 
Summe 95,6°/,. 

Wenn wir die erhaltenen Zahlen mit den Keaktions- 
veschwindigkeitszunahmen vergleichen, dann erhalten wir: 
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berechnet fiir 20 mg-°/, U si = 70°/, und fiir die 
45 mg-°/, U-Lésung 40°/,. 
68,5 
Experimentell beobachtete Zunahme der Reaktions- 


geschwindigkeit fiir die beziiglichen Fille = 20 mg-°/, U = 75°/, 
und fiir die 45 mg-°/, U = 43,8-°/,. 

Die Ergebnisse der drei anderen Experimente, die mit 
20 mg °/, U-Lésung ausgefiihrt wurden, waren folgende (Tab. V1). 
Aus den anderen Experimenten ersehen wir, daB die GréBe 
des Zuwachses der Reaktionsgeschwindigkeit von folgenden 
Momenten abhinet. 

Tabelle VI. 


Prozente der 


des Enayms Zustand der U 
0,80 0,74 0, bb 0 08 71,0 76,0 
0,90 0,86 0,60 0,08 102,0 108,0 
082 | 0,77 0,43 | 0,05 48,9 46,2 


In erster Linie von den GréfSenverhiltnissen s,/S vor und 
nach dem Alkoholzusatz. Je mehr Prozente des Substrates 
im sorbienten Zustande sich befinden und je gréBer die Elu- 
tion ist, desto gréBer wird der Zuwachs der U-Zersetzung 
nach dem Alkoholzusatz. 

Auch das Verhiltnis ¢,// spielt hier eine Rolle; dieses 
ist aber gewohnlich viel kleiner, da die Differenzen vor und 
nach Alkoholzusatz nicht bedeutend sind (e, vor = 10—20°), 
nach dem Alkoholzusatz ¢, = 13—26 °/,). 

Diese zwei Momente lassen sich aus unseren anderen Ex- 
perimenten vollstiindig ersehen. Wir gebrauchten verschieden 


konzentrierte Kérnchensuspensionen, wo s, desto gréBer war, 
je gréBer die Menge der Kérnchen in der Volumeinheit und wo 
¢, durch verschiedene Dilution der Suspension mit Wasser er- 


halten wurde. 
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In der Mehrzahl unserer Untersuchungen bemerkt man 
eine gute Ubereinstimmung zwischen den experimentell und 
analytisch erhaltenen Zahlen der Reaktionsbeschleunigungen. 

Die Differenzen sind 7°/, (in 12 Experimenten), aber 
leider bei drei anderen Fallen eine Differenz, die bis zu 20 
und 23°/, ging. 

Eine sichere Erklirung solcher Fille kann man noch 
nicht geben; sie kénnen auf zweierlei Art gedeutet werden: 
erstens haben wir bei Elution der Harnsiiure eine Verkleine- 
rung des Teils «,s, und eine VergréBerung der Gleichung 
é,s, Die GréBe der Reaktionsgeschwindigkeit «, s, kann 
kleiner sein als diejenige der «, s,. 

Dies ist um so eher méglich, da ein Teil von s, auf 
solchen Stellen sorbiert ist, wo wahrscheinlich nicht immer «, 
eindringen kann. 

Zweitens kénnen durch den Alkoholzusatz unbekannte 
Veriinderungen in dem Zustande der sorbierten Urikase ein- 
treten. 

Die Elution kann diesen Unterschied gewib nicht er- 
kliren. 

Diese Momente sind auf jeden Fall weniger wichtig. 
Der wichtigste Moment ist die Elution der sorbierten 
Harnsaéure. 

Wir meinen somit, daB der Mechanismus der ak- 
tivierenden Wirkung des Alkohols auf die Harn- 
siurezersetzung durch die Kérnchensuspension 
gréBtenteils erklirt ist. Wir haben zugleich einen 
neuen frappanten Beleg, daB die Reaktionsgeschwin- 
digkeit e,s, fast Null ist. 

Die vorliegenden Experimente zeigen uns auch, daB die 
aktivierende Wirkung der Narcotica nur bis zu einer be- 
grenzten Konzentration in Erscheinung tritt. 

Hohere Konzentrationen wirken sogar hemmend, weil 
dann eine Enzymhemmung bis Enzyminaktivierung hervortritt. 

Diese Hemmung wurde in reinen Lisungen beobachtet 
und ist nur von der Natur des Enzyms abhingig. Sie hat 
nichts mit der Strukturwirkung gemeinsames. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXXXI. 17 
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Wir gehen jetzt zu den Fallen itiber, in welchen der 
Brei noch iiberlebende, nicht zertriimmerte Zellen enthiilt. 
In solchem System konstatierten wir einen EinfluB der me- 
chanischen Mittel, den wir durch das s, —> s, erklirten. 

Der Alkohol itibt am Gesamtbrei zwei Wirkungen aus: 
1. die Elution der sorbierten Harnsiure, dieselbe Wirkung, die 
wir bei den Granula beschrieben haben; 2. eine Beschleunigung 
der Kinwanderung der U in das Gebiet der Urikaseaktivitiit, 
hervorgerufen durch die VergréBerung der Zellmembranpe:mea- 
bilitiit. 
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Die Verteilung der Kotsterine des Menschen 
bei gemischter Kost. 


Von 


M. Biirger und W. Winterseel. 


(Aus der Medizinischen Universitats-Klinik Kiel, 
Direktor: Prof. Dr. A. Schittenhelm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 24. Dezember 1928.) 


Seit den Untersuchungen von Bondzynski und Hum- 
nicki wird allgemein als feststehende Tatsache angenommen, 
daB im menschlichen Kot bei gemischter Nahrung im wesent- 
lichen nur Koprosterin und nicht andere Glieder der Sterin- 
gruppe sich befinden. Das mit der Nahrung zugefiihrte und 
mit der Leber ausgefiihrte Cholesterin wird nach der Hypo- 
these obengenannter Autoren durch reduktive Vorgiinge im 
Darmkanal zu Koprosterin quantitativ oder nahezu quanti- 
tativ hydriert. Man hat diesen ProzeB friiher mit dem Vor- 
gang der EKiweiBfiulnis im Darm in Beziehung gebracht. In 
der Hauptsache wohl aus dem Grunde, weil bei der Fiiulnis 
auch andere Reduktionsvorginge, wie das Auftreten von Methan, 
Wasserstoff, Schwefelwasserstoff, die Bildung von Hydrobili- 
rubin eine groBe Rolle spielen. Schon in den ersten, sich 
mit diesen Themen beschiftigenden Arbeiten, wird hervor- 
gehoben, daB es in vitro nicht gelingt, Cholesterin durch 
Faulnis in Koprosterin iiberzufiihren. Bereits Flint, der 
ebenso wie Miller die Annahme vertritt, daB das Cholesterin 
allein im Darmkanal in Koprosterin umgewandelt wird, weist 
darauf hin, daB im Mekonium und im Kot hungernder, im 
Winterschlaf gelegener Tiere, stets nur Cholesterin zu 
inden ist. Da aber auch bei hungernden Tieren sich im Darm 


Fiulnisprozesse abspielen, nimmt er an, daB die Umwandlung 
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von Cholesterin in Koprosterin mit dem ProzeB der Darm- 
verdauung selbst verkniipft sei. Flint denkt offenbar daran, 
daB die Hydrierung des Cholesterins an die physiologische 
Tatigkeit der Darmschleimhaut, die im Hungerzustande pausiert, 
gebunden ist. Miller wendet sich gegen diese Auffassung, 
er findet im Kot des Brustkindes, des Flaschenkindes, des 
Saugkalbes und im Milchkot von Erwachsenen regelmifi: 
perlmutterglinzende, rhombische Plattchen (nach entsprechen- 
der Vorbehandlung und mehrfacher Umkrystallisierung) yom 
Schmelzp. 144—145°, wihrend er im Fleischkot von Kr- 
wachsenen und ebenso aus Kot von gemischter Kost von Hr- 
wachsenen feine, biischelférmig angeordnete Nadeln gewinnen 
konnte, mit einem Schmelzpunkt von 95,5—96,5°! Er meint 
also aus Milchkot, gleichgiiltig ob er vom Saugling oder Er- 
wachsenen herrihrt, stets und ausschlieBlich unveriindertes 
Cholesterin gewonnen werden kénnte, wihrend Fleischkot und 
Kot von gemischter Nahrung nur Koprosterin enthalte. Kr 
glaubt durch seine Versuche eine vollstindige Bestiitigung 
einer Auffassung von Bondzynski und Humnicki erbracht 
zu haben, nach welcher die Umwandlung von Cholesterin in 
Koprosterin lediglich bakterieller Kinwirkang zuzuschreiben sei. 

Da das Koprosterin bis heute das einzige sicher 
charakterisierbare und quantitativ erfaBbare Un- 
wandlungsprodukt des Cholesterins im menschlichen 
Korper darstellt und das intermediire Schicksal des Cholesterins 
bis jetzt vollkommen im Dunkeln liegt, schien es uns von 
gréBter biologischer Bedeutung zu sein, die Beziehungen vor 
Cholesterin zum Koprosterin unter wechselnden Bedingungen 
niher kennenzulernen. 

Wir haben uns, angeregt durch Beobachtungen an Kranken 
mit Fettresorptionsstérung und gestérter Umwandlung vou 
Cholesterin zu Koprosterin, gefragt: wird tatsichlich bei ge- 
sunden, mit gemischter Kost ernihrten Menschen alles in der 
Nahrung enthaltene, bzw. vom menschlichen Kérper wieder 
ausgeschiedene Cholesterin quantitativ zu Koprosterin hydriert’ 
Weiter interessierte es uns zu erfahren, wie weit die hydrieren- 
den Krifte der bisher fiir diese Leistungen verantwortlich ¢e- 
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machten Bakterien zureichen, um griBere Mengen mit der 
Nahrung zugefiihrten und in Ol gelisten reinen Cholesterins 
yu hydrieren. 

Verfahrensweise. 


Um die gestellten Fragen einer prizisen Liésung entgegenzu- 
fiihren, haben wir bei bekannter Kost die Gesamtkotsterine mit Digi- 
tonin gefillt, aus dem Digitoninniederschlag die Sterine mit Xylol 
zuriickgewonnen und nach sehr sorgfiiltiger Entfernung des Xylols die- 
selben bromiert. Da nur das Cholesterin (einschlieBlich Oxy- und Meta- 
cholesterin), nicht aber das Koprosterin Brom bindet, ist bei bekanntem 
Bromzusatz und bekanntem Gewicht der Gesamtsterine aus dem Brom- 
verlust der Anteil des Cholesterins an den Gesamtsterinen zuverliissig 
zi errechnen. Mit diesem Verfahren sind wir an die Untersuchungen 
des Kotes von gesunden und kranken Menschen herangegangen. Wir 
berichten hier zuniichst itiber die Ergebnisse, die wir bei der Unter- 
suchung des Kotes gesunder Menschen gewonnen haben. Der Kot 
wurde nach einigen Vortagen in bekannter Weise in 3 tigigen 
Perioden abgegrenzt. Die erste Periode umfaBt den Kot der ersten 
3 Tage. Am ersten Tag der zweiten 3 tiigigen Periode wurden 5g 
in Olivenél gelésten Cholesterins den Versuchspersonen verabreicht. 
in einer dritten, sogenannten Nachperiode, wurde bei dem gleichen 
Nahrungsgemische wie bei Periode I und II, wiederum eine exakte Ab- 
grenzung des Kotes vorgenommen. Die gefundenen Werte sind in 
Tab. | zusammengefaBt. Simtliche Werte in dieser und den 
foleenden Tabellen beziehen sich auf Doppelanalysen.') 


Resultate. 


Wir geben in der Tab. I zunachst die in den 3 Nahrungs- 
perioden gefundenen Werte fiir die Gesamtsterine. Dabei ist 
das freie Sterin gesondert aufgefiihrt, der veresterte Anteil 


) Anmerkung bei der Korrektur: Nach Untersuchungen von 
Windaus und Uibrig soll beim Vergeifen mit Natriumamylat das 
Koprosterin Veriinderungen erleiden, welche es der Digitoninfillung 
zum Teil unzuginglich machen. Wir haben uns davon iiberzeugt, daB 
bei einer 8stiindigen Verseifung mit 1°/,igem Natriumiithylat bei 80° 
lie Koprosterinwerte gegeniiber einer 4stiindigen Dauer der Verseifung 
nicht kleiner werden. Wir geben hier als Beleg 2 Analysen des Ge- 
samtextraktes: wir fanden nach 4stiindiger Verseifung: 0,2008 g, nach 
‘stiindiger Verseifung 0,1998 g mit Digitonin niedergeschlagenen Ge- 
samtsterings aus je 5g mit Petrolither extrahierten Trockenkots. Lin 
wesentlicher Koprosterinverlust kann also durch die Verseifung nicht 
‘ingetreten sein, 
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Tabelle I. 


Wortmann, Fall a 


—Sterin verestert 


3 tigige Nahrungs- 
baal Gesamt Sterin frei | Sterin | 
periode sterin | verestert des 
g g | g | 
“I Milehkost 0,51 0,438 0,08 14,9 
I] +ig og 
III Milchkost 0,94 0,73 0,21 21,9 
Bornholdt, Fall b Stoll, Fall ec 
Stiigige Nahrungs-] 5/2 2 | & 5 
perio e 5 | | > > 
| 5 9 | 
I Mischkost .. 0,75 0,08! 9,6 |2,70/ 2,49 0,21 7,9 
| | 
II Mischkost + 5¢ | | | | | 
Chol. in 100¢ 286 195 0,41 | 17,3 | 4,21 | 2,99 | 1,22 28, 
III Mischkost ...|0,57 0,49 0,08 13,2 [1,48 1,13 0,35 23,6 
Kohn, Fall d 
8 tiigige Nahrungs- | 
Gesamt- St frei Sterin | Sterin verestert 
periode erin rei 
sterin _ verestert | /, des 
g g g | Gesamtsterins 
I Mischkost ... 0,37 0,24 0,13 36 
II Mischkost +5 ¢g 9 9 
Chol. in 100 g Ol 
III Mischkost 0,54 0,46 0,08 14,8 


durch Subtraktion des freien Sterins vom Gesamtsterin be- 


rechnet und in Prozent des Gesamtsterins angegeben. 


Die 


bei gemischter Kost ausgeschiedenen Mengen Gesamtsteri 
schwanken, wie die Tabelle zeigt, 


in der 


ersten 3 tigige! 
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Periode (I) bei den verschiedenen Probanden zwischen 0,375 
und 2,70 g, bzw. pro Tag zwischen 0,125 und 0,90 g. Metho- 
dische Unzulinglichkeiten glauben wir nicht als Ursache an- 
nehmen zu sollen, da die Werte simtlich Mittelwerte aus gut 
iibereinstimmenden Doppelbestimmungen darstellen. 

In dieser und den folgenden Tabellen ist unter I die 
Vorperiode, unter II die Belastungsperiode und unter III die 
Nachperiode verstanden. Der weitaus gréBte Teil der mit dem Kote 
ausgeschiedenen Sterine ist frei, bzw. unverestert. Auffilliger- 
weise steigt der absolute und prozentige Anteil der ver- 
esterten Sterine an den Gesamtsterinen mit alimentirer Chole- 
sterinbelastung an und bleibt auch in der 38 tigigen Nach- 
periode in allen Fallen, mit Ausnahme von Fall Koéhn, iiber 
den Ausgangswerten und zwar wird nach der Cholesterin- 
belastung die 4—6fache Menge an verestertem Cholesterin 
gegeniiber der Vorperiode gefunden. Wie oben auseinander- 
gesetzt, wurde das Cholesterin, in Ol gelést, in freiem Zu- 
stande eingegeben. Da das in der Galle enthaltene Cholesterin 
gleichfalls frei zur Ausscheidung kommt, eine Veresterung des 
Cholesterins im Darm durch bakterielle Einwirkungen un- 
wahrscheinlich ist, muB der VeresterungsprozeB wohl auf die 
Krafte des Kérpers selbst, speziell auf die fermentativen Krifte 
der Darmwand zuriickzufiihren sein, ebenso wie wir den Ver- 
esterungsprozeB eines anderen Alkohols, nimlich des Glycerins, 
in die Darmwand verlegen. Mit dieser Hypothese, daB eine 
reichliche Zufuhr von freiem, in Ol gelésten Cholesterins zu 
einer teilweisen Veresterung desselben durch den Kérper bzw. 
die Darmwand fihrt, laBt sich eine zweite, neuerdings von 
Sperry geiiuBerte Ansicht iiber die Ausscheidung von Chole- 
sterin durch den Dickdarm gut in EKinklang bringen. Sperrys 
Gedankengang ist folgender: wenn die Galle die Hauptquelle 
fir die Kotsterine darstellt, muB das Ableiten der Galle nach 
auBen durch Choledochusdrainage oder Drainage der Gallen- 
blase mit gleichzeitiger Unterbindung des Choledochus, den 
Gallenanteil der Kotsterine zum Verschwinden bringen. Die 
auf diese Fragen gerichteten Untersuchungen an Hunden hat 
uun das itberraschende Ergebnis, daB die Gesamtsterine des 
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Kotes unter den geschilderten Bedingungen nicht ab-, sondern 
zunahmen. Als Quelle fiir die Kotsterine scheidet also nach 
Sperry die Galle aus. Es bleiben, abgesehen von den nicht 
resorbierten Nahrungssterinen, neben den Bakteriensterinen, 
dem Sterin aus zertallenen Darmepithelien besonders die 
Sterine, die ihre Quellen aus einer exkretorischen Darm- 
funktion fiir Blutsterine herleiten, iibrig.’) 


In Ubereinstimmung mit dieser Auffassung Sperrys weist 
das Auftreten der Sterinester in der Belastungsperiode daraui 
hin, daB neben der Galle, in welcher, wie oben bemerkt, das 
Cholesterin in freier Form enthalten ist, ein anderer Au-:- 
scheidungsort bestehen muf, an welchem Sterin in veresterter 
Form in das Darmlumen hinein ausgeschieden wird. 


Tabelle II. 


Sterinbilanz. 
Zufubr Ausfuhr 
Alimentir zugefihrtes 
Cholesterin Gesamtkotsterin 
Nahrungsperiode | | 
1 8 Chol. 5g Chol. 
in 100g in 100g. 
Olivendél | Olivenél 
Wortmann, Fall a] 0,91* 5,91 | 0,91 | 0,51 | 1,86 0,94 
Bornholdt, ,, b 0,85* 5,85 | 0,85 | 0,83 2,36 0,57 
Stoll, » ©} 1,52); 6,52 | 1,52 | 2,70 4,21 1,48 
Kéhn, 0,78** 5,78 0,78 | 0,37 2,838 0.54 


* Steringehalt der Nahrung durch Analyse bestimmt. 
** Steringehalt berechnet. 


W 

Nahrungszusammensetzung. 

Wortmann _Eier—Milchdiiit. 

Bornholdt 

Stoll gemischte Stationskost. K 
Koéhn 


') Diese Auffassung Sperrys findet in unseren Untersuchunzev 
und denen von Beumer und Hepner eine wesentliche Stiitze. 
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In der Tab. II ist eine Gegeniiberstellung der zugefiihrten 
Cholesterinmengen und der Gesamtsterine gemacht. Die Gegen- 
iiberstellung des zugefiihrten Nahrungscholesterins und des 
insgesamt ausgefiihrten Kotsterins zeigt, daB in den ersten -. 
6 Tagen nach der Belastung des Kérpers mit 5 g Cholesterin, ; 
die in 100g Olivenél gelést waren, nur ein kleinerer Teil 
wieder im Kot erscheint (Fall a, b, d). Es ist jedenfalls 
in allen stoffwechselgesunden Fiillen bei fettreicher Begleit- a 
kost und Cholesterinbelastung die Sterinbilanz eine positive, 7 
wihrend sonst unter physiologischen Verhiiltnissen im all- 
gemeinen negative Bilanzen von den Autoren gefunden wurden. 
Nur bei fettreichen Nahrungsgemischen sind bei nierenkranken 
Kindern von Beumer und Béttner positive ‘lagesbilanzen 
angegeben worden. Es scheint demnach so, daB fiir das 
Schicksal bzw. das Verbleiben des alimentir zugefiihrten Chole- 
sterins im Kérper Menge und Art des gleichzeitig zugefiihrten 
Fettes von Bedeutung ist. Ob bei Ausdehnung der Beob- 
achtung iiber den 6. Tag nach der Cholesterinzufuhr hinaus 
die Bilanzen sich wieder negativ gestalten, kénnen wir nicht 
entscheiden. 


Aufteilung der Kotsterine. 
Tabelle III. 
Aufteilung der Kotsterine. 


(Gesamtkotsterine Koprosterin 

periode I | | vom vom Vom 
'Gesamt- Gesaint- _Gesamt- 


gg g | sterin g  sterin sterin 


Wortmann, a | 0,51 | 1,86 0,94] 0,19| 37,3 0,71 52,7 0,89 41,8 
b ] 0,83 2,36 0,57] 0,42 | 50,9 (1,88 46,6 0,29 50,7 
Stoll, 12,70 4,21 1,48]1,47] 54,6 | 2,00 47,7 | 0,96 64,9 : 


Koha, 0,87 | 2,88 0,54] 0,21) 56,5 | 1,40 49,4 | 0,29! 53,7 


Die Aufteilung der Gesamtkotsterine in einen 
brombindenden Anteil (Cholesterin) und é¢inen nicht- 
brombindenden Anteil (Koprosterin), die wir als die ak 
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wesentliche Aufgabe dieser Untersuchungen betrachteten, hat 
das eindeutige Resultat ergeben, daB unter physio- 
logischen Verhaltnissen rund die Hialfte der Kot- 
sterine als Koprosterin beim erwachsenen Menschen 
und gemischter Kost, erscheint. An diesem Verhiltnis 
wird auch durch die Zufuhr yon 5g in Ol gelésten Chole- 
sterins nichts wesentliches geandert. Wie die Fille b, c und d 
zeigen, scheint nach einer solchen Cholesterinbelastung der 
Koprosterinanteil etwas abzusinken. Von einer quantitativen 
Hydrierung des mit der Nahrung zugefiihrten Cholesterins zu 
Koprosterin, wie auf Grund der Arbeiten von Miller und 
Bondzynski und Humnicki bisher allgemein angenommen 
wurde, kann jedenfalls nicht die Rede sein. Nach unserer 
Meinung konnte aber Miiller nach seinem Vorgehen eine 
solche T'atsache nicht feststellen, da er iediglich qualitativ 
untersucht und offenbar die in iiberwiegender Menge nach der 
Verseifung ausfallenden Krystalle fiir seine Schmelzpunkts- 
bestimmungen heranzog. Ks kommt binzu, daB seine Schmelz- 
punkte fiir reines Cholesterin zu niedrig liegen — statt 147,5°: 
143° und 146°, meist bei 144°. Es kann sich sehr wohl 
noch um ein Gemisch von Koprosterin und Cholesterin ge- 
handelt haben. Auch der fiir das Koprosterin von ihm an- 
gegebene Schmelzpunkt von 95,5° ist zu niedrig. Es lassen 
sich unseres Erachtens die mehr qualitativen Befunde von 
Miiller mit den Ergebnissen unserer quantitativen Analyse 
unter diesen Gesichtspunkten verstehen. Um sicher zu gehen, 
daB wir auch bei gemischter Kost neben Koprosterin Chole- 
sterin vorfanden, haben wir neben dem quantitativen Ver- 
fahren der Brombestimmungen noch Schmelzpunktsbestim- 
mungen der aus dem Menschenkot nach gemischter Nahrung 
gewonnenen Sterine vorgenommen. Es fanden sich in dem 
Stuhl Fall c Schmelzpunkte des Cholesterins von 147,5° und 
fiir Koprosterin 101°. 

Die relative Konstanz des Verteilungsfaktors Koprosterin: 
Cholesterin bei ganz wechselnden absoluten Mengen an Ge- 
samtkotsterinen spricht gegen die Annahme, daB fiir die Um- 
wandlungen von Cholesterin in Koprosterin, die nach Menge, 
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Art und biologischen Eigenschaften so wechselnden Darmbak- 
terien allein verantwortlich zu machen sind. Es scheint uns die 
GleichmiBigkeit des Verhiiltnisses von Cholesterin zu Kopro- 
sterin mehr dafiir zu sprechen, daB der Kérper selbst dieses 
Verhiltnis bestimmt, wie er z.B. auch an dem Verhiltnis 
von freiem zu verestertem Cholesterin im Blut unter den ver- 
schiedensten physiologischen Bedingungen ziihe festhilt. Fiir 
diese Auffassung sprechen auch Ergebnisse, die wir an Kranken 
mit gestérter Fett- und Cholesterinresorption (Lebercirrhose) 
beziiglich der geschilderten Verhiltnisse gefunden haben. Nicht- 
resorbiertes Cholesterin wird im Darmkanal nicht oder nur 
teilweise hydriert, obwohl die Bakterien die gleichen geblieben 
sind. Wenn der Kérper selbst die Hydrierungsarbeit leistet, 
so ist es klar, daB er bei mangelnder Resorption des Nahrungs- 
cholesterins die Umwandlung des Uholesterins in Koprosterin 
nicht vollziehen kann, eine Tatsache, die sich aus den Unter- 
suchungen der erwihnten Arbeiten ergibt. 


Zusammenfassung, 

1. Der Kot des Menschen enthalt bei gemischter Kost 
neben Koprosterin regelmiBig rund 50 °/, andere brombindende 
Sterine, die im wesentlichen Cholesterin darstellen. 

2. Bei einseitiger Milch—Kierernéhrung erwachsener Men- 
schen ist der gréBere Anteil an den Gesamtkotsterinen Chole- 
sterin, daneben ist aber auch regelmiBig Koprosterin zu finden. 

3. Bei Zulagen von 5g in OI geléstem Cholesterin zu 
gemischter Kost sinkt der prozentige Anteil des Koprosterins 
an den Gesamtsterinen nur wenig ab. 5 

4. Nach groBen Cholesteringaben (5 g in 100 g Ol) wird 
in den ersten 6 Tagen nach der Belastung nur ein relativ 
kleiner Teil mit dem Kot wieder ausgeschieden. 
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XVIII. Mitteilung. 


Das Verhalten von Hefe gegeniiber Glycerinaldehyd 
und Glycerinsaure. 


Von 


S. Kostytschew und K. Jegorowa. 


(Der Redaktion zugegangen am 14. Januar 1929.) 


Hinleitung. 

Die Frage nach der intermediiiren Bindung von Triosen 
im Vorgange der alkoholischen Girung bleibt noch aktuell. 
Bei dem heutigen Zustande der Girungschemie ist es iiber- 
aus wichtig zu erkennen, ol die Zuckerspaltung bei siamt- 
lichen Girungen iiber die Zwischenstufe der Triosebildung 
vor sich geht, wie es einige Forscher annehmen. Aus der 
nachfolgenden Darlegung wird ersichtlich werden, daB es 
gegenwartig kaum moglich ist, Girungstheorien aufzubauen, 
bevor die obige Frage erledigt ist. 

Boysen-Jensen!) hat sich dahin ausgedriickt, daB Di- 
oxyaceton ein intermediares Produkt der alkoholischen Garung 
sei. Auch Buchner und Meisenheimer?) hielten nament- 
lich Dioxyaceton fiir ein intermediiires Produkt der Zucker- 
giirung, wiesen aber darauf hin, daf auch Glycerinaldehyd in 
ihren Versuchen durch Brauereihefe vergoren wurde. Wohl?) 
hielt sowohl Glycerinaldebyd, als Dioxyaceton fir intermediire 
(Jarungsprodukte. Auch Lebedew und Griasnoff*) erklarten 


') Ber. bot. Ges. Bd. 26a, S. 666 (1908). 
*) Chem. Ber. Bd. 48, S. 1773 (1910). 

5) Biochem. Zs. Bd. 5, S. 45 (1907). 

4) Chem. Ber. Bd. 45, S. 3256 (1913). 
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im AnschluB an Buchner und Meisenheimer Glycerinalde- 
hyd fiir garfihig und begriindeten darauf ihre Girungstheorie, 
die hier nicht besprochen zu werden braucht. Spiaterhin hat 
Lebedew angenommen, daf die alkoholische Garung unter 
gewissen Bedingungen iiber die Zwischenstufen von Glycerin- 
aldehyd und Glycerinsiure vor sich gehe.?) 

Obige Theorien fuBen auf keiner soliden experimentellen 
Grundlage. Es ist bisher noch keinem Forscher gelungen, 
Triosen im Laufe der Hexosenvergirung zu isolieren. Auch 
wurde nur Dioxyaceton von den meisten Forschern als giir- 
fihig erklart, soll aber immerhin schwicher als Traubenzucker 
giren. Glycerinaldehyd ist nach den Resultaten der meisten 
Forsclier nicht giirfahig. Nun ist namentlich bei der Beurtei- 
lung der Rolle von Triosen am Girungsvorgange die Priifung 
auf Garfahigkeit ausschlaggebend, da es héchst unwahrschein- 
lich ist, daB Triosen, die doch in die Gruppe der Zuckerarten 
gehéren, nur in Gegenwart anderweitiger Gérungsprodukte 
vergoren werden. Anderseits ist auch die Annahme wenig 
wahrscheinlich, daB Triosen schwerer als Hexosen permeieren, 
denn die Permeabilitit nimmt ab mit steigendem Molekular- 
gewicht bei Stoffen von dhnlichen chemischen Kigenschaften. 

In der vorliegenden Mitteilung berichten wir iiber unsere 
Versuche mit Glycerinaldehyd und Glycerinsiure. Obgleich 
die Literatur iiber Triosenvergiirung ziemlich reichhaltig ist, 
glauben wir dennoch, daB bei der vorhandenen Uneinigkeit 
verschiedener Forscher auch unsere Versuche vielleicht nicht 
iiberfliissig sein sollen. 

Fischer und Tafel”) haben gefunden, daB die von ihnen 
durch vorsichtige Glycerinoxydation dargestellte Mischung der 
beiden Triosen, die sogenannte Glycerose, girfihig war. Die 
genannten Forscher haben angenommen, daB namentlich Gly- 
cerinaldehyd durch Hefe gespalten wird, da, laut der herr- 
schenden Ansicht, die molekulare Asymmetrie bei der Girung 
eine wichtige Rolle spielt Emmerling®*) ist dagegen zum 


1) Diese Zs. Bd. 132, S. 275 (1924). 
2) Chem. Ber. Bd. 22, S. 110 (1889). 
°) Chem. Ber. Bd. 32, S. 543 (1899). 
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Schlu8 gekommen, daB Glycerose nicht gart und hat an- 
genommen, daB die frither erhaltenen positiven Resultate auf 
eine sekundire Hexosenbildung aus Triosen zuriickzufihren 
sind. Diese Auseinandersetzungen sind zurzeit belanglos, da 
offenbar nur die mit reinen Priparaten einer bestimmten 
Triose ausgefiihrten Versuche in Betracht kommen diirften. 

Wohl’), der als erster reinen Glycerinaldehyd dargestellt 
hat, beschrinkt sich auf die kurze Bemerkung, daB sein Pri- 
parat sich als nicht girfihig erwies. Hingegen behaupten 
Buchner und Meisenheimer, da reiner Glycerinaldehyd 
zwar nicht durch lebende Hefe, doch wohl durch Hefepreb- 
saft vergoren wird (a. a. O.). Die Tabellen der Verfasser zeigen 
jedoch, daB die Unterschiede zwischen der CO,-Produktion der 
Kontrollkolben und der mit Glycerinaldehyd versetzten Kolben 
sehr gering sind und beinahe innerhalb der Grenzen der Ver- 
suchsfehler liegen. Lebedew und Griasnoff (a. a. O.) kamen 
zum SchluB, daB Glycerinaldehyd in einer Konzentration von 
0,5—1,0°/, ebensogut wie Rohrzucker, nur viel langsamer ver- 
goren wird. Diese SchluBfolgerung ist nicht recht begreiflich, 
da die relative Giarfihigkeit verschiedener Stoffe nament- 
lich durch die Geschwindigkeiten der Girung ausgedriickt 
wird. Die Zahlen des gebildeten Kohlendioxyds sind auch in 
diesen Versuchen iuBerst gering. Die Versuche wurden nur 
mit Macerationshefesaft ausgefiihrt. 


Neuberg, Firber, Levite und Schwenk’), die mit 
lebender Hefe arbeiteten, erhielten nicht nur mit Glycerinaldehyd, 
sondern auch mit Dioxyaceton deutlich negative Resultate. 
Ks blieb unbekannt, welche Triosenpriparate in Anwendung 
kamen. Haehn und Glaubitz*) verwendeten reinen krystalli- 
nischen Glycerinaldehyd und bemerkten kurz, daB Versuche 
mit drei Heferassen negative Resultate lieferten. Die Ver- 
fasser betonen den Umstand, daB selbst 1°/,ige Glycerin- 
aldehydlésung auf die Hefe stark vergiftend einwirkt. Be- 


') Chem. Ber. Bd. 31, S. 1800 (1898). 
*) Biochem. Zs. Bd. 83, S. 254 ff. (1917). 
*) Chem. Ber. Bd. 60, S. 490 (1927). 
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achtenswert ist die Beobachtung von Haehn und Glaubitz, 
daB Dioxyaceton durch Sacch. Ludwigii sehr gut vergoren wird. 

Wir sehen also, daB positive Resultate nur mit Hefe- 
siften erhalten wurden. Diese Resultate sind aber aus zweier- 
lei Griinden nicht entscheidend. Erstens ist die Girung der 
Hefesifte keine reine Hefegirung, da aus den in Gegenwart 
von Toluol gegorenen Siaften verschiedene aktive Girungs- 
organismen isoliert werden kénnen.'!) Aus diesem Grunde 
kénnen die mit Hefesiften erhaltenen Resultate nicht ohne 
weiteres fiir die normale Girung der lebenden Hefezellen 
gelten. Zweitens sind die vorhandenen mit Hefesiiften erhal- 
tenen Resultate infolge ihrer ungeniigenden Deutlichkeit nicht 
iiberzeugend. Anderseits kénnten die Anhiinger der Annahme 
der Glycerinaldehydbildung bei der Girung einwenden, dab 
die negativen Resultate verschiedener Forscher darauf zuriick- 
zufiihren seien, daB Glycerinaldehyd entweder durch giftige 
Beimischungen (Acroleinderivate u. a.), oder durch hohe Kon- 
zentration auf die Hefe deprimierend einwirken kénnte. 

Die Girung der Glycerinsiure haben nur Lebedew und 
Polonsky?) untersucht. Die Verfasser kommen zum SchluB, 
daB Glycerinsiure mit Trockenhefe und Hefesaft besser als 
Brenztraubensiiure girt und dieselben Produkte liefert. Die 
erhaltenen Resultate sind jedoch nichts weniger als_ iiber- 
zeugend. Ks kann z. B. kaum ernstlich von einer Acetaldehyd- 
bildung gesprochen werden, wenn die Kontrollportion 0,2 mg, 
die mit Glycerinsiure versetzte Portion aber 2,0 mg Acet- 
aldehyd (nach Ripper quantitativ bestimmt, wobei eine Iden- 
tifizierung des zu bestimmenden Stoffes unterlassen wurde) 
bildet. Auch andere Analysenzahlen sind so gering, daB die 
Unterschiede manchmal innerhalb der Grenzen der Versuchs- 
fehler liegen. Es ist zu beachten, daf nicht nur lebende, 
sondern auch getrocknete Hefe kein gleichmiBiges Material 
darstellt. 

In unseren eigenen Versuchen haben wir immer sehr 


’) Eine Mitteilung iiber diesen Gegenstand wird nach kurzer Zeit 
erscheinen. 
*) Jl. d. russ. chem. Gesellsch. Bd 49, S. 344 (1917). 


4 
a 

A 
a 


268 S. Kostytschew und K. Jegorowa, 


groBe Hefemengen verwendet, wie es bereits Slator’) gemacht 
hatte. Diese Methode ist vom biologischen Standpunkt aus 
wohl die beste. In Versuchen mit Glycerinaldehyd wurden 
auch andere MaBnahmen gegen die Hefevergiftung getroffen, 
woriiber bei der Beschreibuug der einzelnen Versuche die Rede 
sein wird. Die Priparate von Glycerinaldehyd und Glycerin- 
siure haben wir selbst dargestellt und auf Reinheit gepriift, 
Die vollkommene Reinheit der zu untersuchenden Stoffe ist 
im vyorliegenden Falle von hervorragender Bedeutung, da 


manche Uneinigkeiten wohl auf Verwendung nicht ganz reiner 


Priparate zuriickzufiihren sind. Vor je einem Versuche wurde 
die Lésung des krystallinischen Glycerinaldehyds zum Sieden 
erhitzt, um die etwa vorhandene bimolekulare Verbindung zu 
spalten. Sehr giinstig war der Umstand, daB die von uns ver- 
wendete Hefe bei SauerstoffabschluB beinahe gar keine Selbst- 
giirung aufwies. 


Experimenteller Teil. 


Versuche mit Glycerinaldehyd. 


Der Glycerinaldehyd wurde nach dem Verfahren voi 
Wohl’) aus Glycerin iiber Acroleinacetal dargestellt. Zur 
Acroleindarstellung bedienten wir uns der Methode von Mou- 
reau’®) mit einigen geringen Modifikationen. Wir lieBen ein 
Gemisch von 5 Teilen KHSO, und 1 Teil Na,SO, auf Gly- 
cerin bei 195—200° einwirken, wobei wir das Glycerin all- 
mihlich zusetzten, das Reaktionsprodukt in einem Destilla- 
tionskolben auffingen und gleichzeitig unter Kiskihlung weiter 
destillierten. Das Produkt wurde durch nochmalige Destilla- 
tion gereinigt und sofort mit einer geringen Menge von 
Pyrogallol in kleinen Flischchen zugeschmolzen. Das von uns 
dargestellte Produkt war fast neutral; es wurde durch Natrium- 
carbonat vollkommen neutral gemacht. Weiterhin verfuhren 
wir genau nach den Angaben von Wohl. Zum Schlu8 kon- 


1) Chem. Ber. Bd. 45, S. 43 (1912). 
*) Chem. Ber. Bd. 33, S. 3001 (1900). 
‘) Ch. Moureau et A. Lepape, C.R. Bd. 169, S. 885 (1919). 
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densierten wir die Glycerinaldehydlésung bei vermindertem Druck 
zur Sirupkonsistenz und krystallisierten das Produkt aus 
Methylalkohol aus. Wir bemerken ausdriicklich, daB zu siimt- 
lichen Versuchen ausschlieBlich der vollkommen reine, kry- 
stallinische Glycerinaldehyd vom Schmelzp. 138° diente. 


Versuch 1. 

Zwei Girkélbchen mit Meissischem Verschlu8. Ein jeder Kolben 
enthiilt 100 cem einer 0,5°/,igen Glycerinaldehydlésung und 10 g reiner 
untergérigen Hefe F (die Hefe wurde in abgepreBtem Zustande gewogen). 
Zwei andere Girkélbchen mit je 10 g Hefe und 100 cem Wasser. 


Glycerinaldehya Kohlendioxyd in g nach Stunden 
| wo | | | 
0,5 002 008  — 
0,5 0,00 000 000  — 
0,0 000 000 000 — 
0,0 000 | 000 | — 


Die mit 0,5 g Glycerinaldehyd versetzten Portionen wurden nach 
SchluB des Versuchs mit Rohrzucker versetzt. Es entwickelte sich 
sofort eine stiirmische Girung. 


Versuch 2. 

Vier Girkélbchen: A. 100 cem Wasser, 0,25 g Glycerinaldhyd und 
5g Hefe. B. 100 com Wasser und 0,25 g Glycerinaldehyd zum Sieden 
gebracht, abgekiihlt und mit 5 g Hefe versetzt. C. 100 ccm Wasser und 
5g Hefe. 


Kohlendioxyd in g nach Stunden 

A. Glycerinaldehyd, nicht gekocht 0,03 0,04 | 0,04 
B. Glycerinaldehyd, gekocht. . 0,02 | 0,03 | 0,08 
C. Wasser... 002 | 002 | 0,08 


Eine Kontrollportion wurde mit 100 cem Wasser, 0,25 g Glycerin- 
aldehyd, 2g Rohrzucker und 5 g Hefe versetzt. Nach kurzer Zeit wurde 
der Zucker glatt vergoren. 

Ks ist also ersichtlich, daB der vollkommen reine Glyce- 
rinaldehyd durch reine, mit Zucker intensiv giirende Hefe 
nicht verarbeitet wird. Zur sicheren Begriindung dieser wich- 
tigen Tatsache wurde der Glycerinaldehyd in weiteren Ver- 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXXI. 18 
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suchen allmiihlich hinzugefiigt. Zu diesem Zweck wurden die 
Girkélbchen mit Tropftrichtern versetzt. Die Réhren dieser 
Trichter wurden zu so feinen Capillaren ausgezogen, daB nur 
2—-3 Tropfen in einer Stunde sich ablésten. Auf diese Weise 
wurde 0,5 g Glycerinaldehyd in je ein Kélbchen ganz all. 
mihlich eingefiihrt. 

Versuch 3. 

Zwei Kélbchen A und B mit je 100 cem Wasser, 5 g Hefe und 
0,5 g Glycerinaldehyd, im Verlaufe yon 4 Tagen allmihlich eingefiihrt. 
Zwei andere Kélbchen B und C mit je 100 cem Wasser und 5g Hefe. 
Der Glycerinaldehyd wurde in 10°/,iger Lisung tropfenweise zugesetzt. 


Kohlendioxyd in g nach Stunden 

0,5 000 002 0,03 | 0,06 
0,5 000 002 002 | 0,03 
0,0 0,00 0,01 0,02 0,05 
0,0 000 001 | 002 | 005 


Versuch 4. 

Drei Giirkélbchen mit je 100cem Wasser und 5g Hefe. Zwei 
Kélbchen A und B wurden allmahlich mit je 0,5 g Glycerinaldehyd ver- 
setzt. Nach 6 Tagen haben die mit Glycerinaldehyd versetzten Kélb- 
chen 0,04 g und 0,06 g CO, ausgeschieden. Die mit Glycerinaldehyd 
nicht versetzte Portion lieferte ebenfalls 0,04 g COQ,. 

Es wurden noch 5 Versuche nach derselben Methode aus- 
gefiihrt, und zwar mit genau demselben Resultate. Merk- 
wiirdig ist der Umstand, daB Glycerinaldehyd durch Hefe 
auch im Sinne der Transmutation nicht verarbeitet wird. 
Jedenfalls vermochten wir weder Glycerin, noch Glycerinsiure 
nachzuweisen. Nach dauerndem Stehenlassen wird das Girgut 
zwar sauer, doch konnten wir uns leicht iiberzeugen, daB dies 
auf der Anhaiufung der Bernsteinsiiure beruht. Letztere wurde 
mittels Atherextraktion abgetrennt und in reinen Krystallen 
vom Schmelzp. 185° gewonnen. Die Anhiaufung der Bernstein- 
siure durch Hefe bei Zuckermangel ist eine langst bekannte 
normale Erscheinung. 

Der mit Hefemacerationssaft ausgefiihrte Versuch lieferte 


folgendes Resultat. 
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Versuch 5. 

15 cem Macerationssaft mit 0,2 g Glycerinaldehyd lieferte nach 
20 Stunden 0,02 g CO, und nach 40 Stunden 0,07 g CO, bei 30°. 

Dies sind beinahe dieselben Ausbeuten, die auch Lebedew 
erhielt. Es erscheint als nicht statthaft, auf Grund einer so 
unbedeutenden CQ,-Produktion den Schlu& zu ziehen, daB 
Glycerinaldehyd vergirbar ist, besonders wenn man in Betracht 
zieht, daB der Macerationssaft mit Toluol nach dem 20 stiindigen 
Stehenlassen bei 30° gewéhnlich von verschiedenen Mikroben 
wimmelt. Die Garung des Macerationssaftes ist denn auch 
im wesentlichen keine Hefegirung'), daher kénnen nur die mit 
lebender Hefe ausgefiihrten Versuche als ausschlaggebend be- 
trachtet werden. Nun besteht der einzige Einwand gegen die 
mit lebender Hefe ausgefiihrten Versuche verschiedener Forscher 
darin, daB die verwendeten verhiltnismaBig hohen Konzen- 
trationen des Glycerinaldehyds, die beim normalen Verlauf der 
Zuckervergirung wohl nie entstehen diirften, auf die Hefe- 
zellen ungiinstig einwirken kénnten. Beziiglich der obigen 
Versuche ist aber dieser Einwand aus folgenden Griinden 
zuriickzuweisen : 

1. Die verwendete Hefemenge war so groB im Verhiltnis 
zur Menge des Glycerinaldehyds, daB von einer merklichen 
Vergiftung nicht die Rede sein konnte, zumal die verwendete 
Hefe nach dem Verweilen in einer Lésung von Glycerin- 
aldehyd den Zucker schnell vergiren konnte. 

2. In einigen Versuchen wurde die Glycerinaldehydlésung 
sanz allmahlich eingetropft, so daB die Glycerinaldehydkonzen- 
tration im Versuchskolben bei normaler Girfihigkeit dieser 
Substanz duBerst niedrig sein sollte. 

Es ist also ersichtlich, da&B Glycerinaldehyd durch- 
aus nicht garfahig ist. 


Versuche mit Glycerinsiure. 


Die Glycerinsiure wurde nach dem kombinierten Ver- 
fabren von Beilstein-Debus dargestellt. Kin Gemisch gleicher 


 S. Kostytschew u. A.Chomitsch, Diese Zs. Bd. 176, S. 55 
(1928). 
18* 
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Volumina Glycerin und Wasser wurde in iiblicher Weise mit 
rauchender Salpetersiure in der Kilte oxydiert, dann vor- 
sichtig zur Sirupkonsistenz eingedampft, mit Calciumcarbonat 
neutral gemacht, Calciumglycerat durch Alkohol ausgefallt, 
der Niederschlag in Wasser gelést, mit CaO behandelt und 
filtriert, das Filtrat stark eingeengt und Calciumglycerat aus- 
krystallisiert. Nach wiederholtem Umkrystallisieren (die Rein- 
heit des Salzes wurde durch Ca-Bestimmung kontrolliert) wurde 
Calciumglycerat durch eine berechnete Menge von Oxalsiure 
zerlegt, der Niederschlag abfiltriert und die Lésung der freien 
Siiure bei vermindertem Druck eingedampft. 

Unsere Versuche zeigen, daB von einer ganz schwachen 
Glycerinsiureverarbeitung nur bei intensiver Luftdurchleitung 
die Rede sein kénnte. Dies ist um so auffallender, als Glycerin 
unter denselben Verhialtnissen ziemlich gut vergoren wird.’) 
Bei Sauerstoffmangel wird die Glycerinsiure iiberhaupt nicht 
verarbeitet. Zu diesen Versuchen haben wir dieselbe intensiv 
atmende Hefe verwendet, die auch zu den soeben erwihnten 
Versuchen mit Glycerin diente. Diese Hefe scheidet bei Luft- 
zutritt auf reinem Wasser eine bedeutende CO,-Menge aus; 
daher ist kein bestimmtes Verhiltnis zwischen den Mengen 
des ausgeschiedenen Kohlendioxyds und des gebildeten Alkohols 
zu verzeichnen. Wir geben hier nur einen Teil der erhaltenen 


Resultate wieder. 


Versuch 6. 


Zwei Girkélbchen mit Meisslschem Verschlu8. Ein jedes Kélbchen 
enthalt 50 cem einer etwa 2°/,igen Phosphatmischung nach Sérensen 
und 9g abgepreBter, reiner untergiiriger Hefe. Das eine Kélbchen 
wurde auBerdem mit 0,2827 g Glycerinsiiure versetzt, wodurch pj, der 
Mischung in einer merklichen Weise nicht veriindert wurde. In beiden 
Kélbchen war py = 6,95. 

Kohlendioxyd in g nach 


24 Stdn. 40 Stdn. 
Mit Glycerinsiiure . . . . . 0,04 0,05 


1) S$. Kostytschew u. V. Faérmann, Diese Zs. Bd. 173, S. 72 
(1928). 
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Versuch 7. 
Fiinf Kélbchen ohne Puffermischung. Ein jedes Kélbchen enthilt 
20 g Hefe und 50 cem Wasser. Die Kélbchen 1 und 2 wurden mit je 
2,212 g Glycerinsiure, und Kélbchen 3 mit 3 g Calciumglycerat versetzt. 


Die Kélbchen 4 und 5 dienten als Kontrolle. 


Kohlendioxyd in g nach Stunden 

Girkélbechen 
24 48 72 
1 Glycerinsiure 0,05 0,08 0,08 
2 a 0,04 0,06 0,08 
3 Calciumglycerat . 0,00 0,00 0,00 
4 Wasser . 0,00 0,00 0,00 
5 . 0,00 0,02 0,02 


Drei Kélbchen. 
Wasser. 2: 


Versuch 8. 
1: 15g Hefe, 0,2767 g Glycerinsiiure und 50 cem 
15 g Hefe, 0,2767 g Glycerinsiure und 50 ccm Phosphat- 


lésung, py = 6,9. 3: 15 g Hefe und 50 cem Wasser. 


Kohlendioxyd in g nach Stunden 

24 55 
1 Glycerinsiiure ohne Phosphat 0,01 0,01 
2 mit 0,01 0,01 
3. Wasser 0,01 0,01 


Versuch 9. 


Vier Kolben mit je 20g Hefe und 100 cem Wasser. Zwei Kolben 
wurden auBerdem mit Glycerinsiure versetzt. Die Titration der aliquoten 
Proben zu je 25 ccm vor dem Versuche erforderte 24,0 ccm bzw. 24,1 cem 
0,1 n-Natronlauge. Nach 60 stiindigem Stehenlassen erforderte die Titration 
von je 25 ccm der mit Glycerinsiure versetzten Portionen 23,9 bzw. 23,9 cem 
Natronlauge. Es hat also weder Verbrauch, noch Neutralisation der 
zugesetzten Glycerinsiure stattgefunden. Die Alkoholbestimmungen, die 
nach der Methode von Nicloux in iiblicher Weise ausgefiihrt wurden, 
lieferten folgendes Resultat: 

0,0 mg bzw. 0,0 mg Alkohol 
21 mg bzw. 18 mg ‘s 


Kontrollportionen 
Versuchsportionen . 


Es wurde noch ein Versuch ausgefiihrt mit dem Zweck, die 
Aldehydbildung bei Glycerinsiiuregabe zu untersuchen. Die Girkélbchen 
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wurden in diesem Versuche mit einer konzentrierten Lésung von Natrium- 
bisulfit gesperrt. Ein jeder Kolben enthielt 20 g Hefe, 50 ecm Wasser 
und 1 g Glycerinsiure. Der Versuch dauerte 72 Stunden. Der Inhalt 
eines jeden Kolbens wurde unter Eiskiihlung destilliert, die Destillation 
unter denselben Verhiltnissen noch zweimal wiederholt und das letzte 
Destillat auf Acetaldehyd gepriift. Gleichfalls wurde auch die sperrende 
Lésung alkalisch gemacht und destilliert. In simtlichen Fallen zeigten 
empfindliche Proben (Probe von Rimini, Bildung von Silberspiegel) 
die Abwesenheit des Aldehyds an. 

Aus den oben dargelegten Versuchsergebnissen ziehen wir 
den SchluB, daB Glycerinsiure durch lebende Hefe in 
merklicher Weise nicht verarbeitet wird. Wir haben 
auBerdem noch einige Versuche im Luftstrome ausgefiihrt, 
indem die Resultate von Kostytschew und Faérmann’) 
zeigen, daB einige Stoffe, wie z. B. Mannit und Glycerin, die 
bei SauerstoffabschluB unvergirbar sind, bei reichlichem Sauer- 
stoffzutritt durch Hefe unter Alkohol- und CO,-Bildung zer- 
legt werden. Beziiglich der Versuchsmethodik verweisen wir 
auf die soeben zitierte Mitteilung von Kostytschew und 


Faérmann. 
Versuch 10. 
Vier Kolben zu je 50 ccm Phosphatpuffermischung (vgl. oben) und 
5 g Hefe. Die Kolben 1 und 2 wurden auSerdem mit je 0,2736 ¢ 
Glycerinsiiure versetzt. Versuchsdauer 24 Stunden. Lebhafter Luft- 
strom. Die Alkoholbestimmungen lieferten folgende Resultate: 1. 7,9 mg, 
2. 8,7 mg, 3. 4,0 mg, 4. 6,7 mg. 


Versuch 11. 

Wiederholung des vorstehenden mit fiinf Kolben, darunter 1, 2 
und 8 mit Glycerinsiiure, 4 und 5 ohne Glycerinséiure. Versuchsdauer 
48 Stunden. Alkoholbestimmungen: 1. 17 mg, 2. 10 mg, 3. 17 mg, 
4, 10 mg, 5. 9 mg, 

Versuch 12. 

Vier Kolben zu je 50 cem Phosphatmischung und 15 g Hefe. Ver- 
suchsdauer 72 Stunden. Kolben 1 und 2 mit Glycerinsiure, Kolben 3 
und 4 ohne Glycerinsiiure. 

Kolben 1 (0,28 g Glycerinsiiure): 78 mg CO, und 34 mg Alkohol 


» 2 (0,46 87mg CO, , 41mg _,, 
38 (ohne ): 86mg CO, ,, 21mg 
4 (ohne ): 84mg CO, ,, 21mg 


1) Diese Zs. Bd. 178, S. 72 (1928). 
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Versuch 13. 

Vier Kolben zu je 50 cem Phosphatmisehung und 15 g Prebhefe. 
Versuchsdauer 48 Stunden. Kolben 1: mit 0,5 mg Glycerinsiiure. Alkohol 
13mg. Kolben 2: mit 0,5 g Glycerinsiiure. Alkohol 13 mg. Kolben 3: 
mit 0,25 g Glycerinsiiure. Alkohol 16 mg. Kolben 4: ohne Glycerin- 
siiure. Alkohol 9 mg. 

Versuch 14. 


Sechs Kolben zu je 15 g Hefe mit und ohne Phosphatmischung. 
Kolben 1 mit 0,5 g Glycerinsiiure und 50 ccm Phosphatmisechung. Alkohol 
15 mg. Kolben 2 mit 0,25 g Glycerinsiiure und 50 cem Phosphat- 
mischung. Alkohol 4 mg. Kolben 3 ohne Glycerinsiure mit Phosphat- 
mischung. Alkoholspur. Kolben 4 mit 0,5 g Glycerinsiiure und 50 ecem 
Wasser. Alkohol 11mg. Kolben 5 mit 0,25 g Glycerinsiiure und 50 cem 
Wasser. Alkohol 5 mg. Kolben 6 ohne Glycerinsiiure mit 50 cem 
Wasser. Alkoholspur. Versuchsdauer 72 Stunden. 


Versuch 15. 


Vier Kolben zu je 20 g Hefe. Versuchsdauer 96 Stunden. Kolben 1: 
22 Glycerinsiure und 50 ccm Wasser. Alkohol 20 mg. Kolben 2: 
3g Caleiumglycerat und 50 ccm Wasser. Alkohol 27mg. Kolben 38: 
Wiederholung von 2. Alkohol 23 mg. Kolben 4: 50 ccm Wasser. 
Alkoholspur. 


Die im Luftstrome ausgefiihrten Versuche zeigen, dal 
Glycerinsiure selbst bei reichlichem Sauerstoffzutritt durch 
Hefe nicht, oder héchstens nur spurenweise verarbeitet wird. 
Versuche, Acetaldehyd im Luftstrome durch konzentrierte 
Bisulfitlésung abzufangen, lieferten vollkommen negative Resul- 
tate. Ks ist also ersichtlich, daB Glycerinsiure durch Hefe 
selbst im Luftstrome schwicher als Mannit und Glycerin ver- 
arbeitet wird und daher nicht als ein intermediires 
Produkt der alkoholischen Girung anzusehen ist. 

Zusammenfassend ist also der SchluB zu ziehen, daB die 
theoretisch nicht unwahrscheinliche zweite Theorie von Lebedew, 
laut welcher die Girung iiber die Zwischenstufen von Glycerin- 
aldehyd und Glycerinsiure vor sich gehe, mit den experi- 
mentellen Ergebnissen in Widerspruche steht. 


SchluBfolgerungen. 


Die mit Glycerinaldehyd erhaltenen Resultate stimmen 
mit denjenigen anderer Forscher iiberein, die mit reinem 
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Glycerinaldehyd und lebender Hefe experimentiert hatten. 
Auberdem haben wir gefunden, daf die negativen Resultate 
keineswegs auf die Vergiftung der verwendeten Hefe zuriick- 
zufiihren sind. Auch die mit Glycerinsiure erhaltenen Resul- 
tate sind ganz eindeutig. Auf Grund der soeben verdéffent- 
lichten Arbeit von Iwasaki?) ist anzunehmen, daB auch Dioxy- 
aceton nur nach der Kondensation zu einer Hexose durch 
Hefe vergoren wird. Somit ist der SchluB zu ziehen, dab 
simtliche Girungstheorien, die eine intermediire Triosen- 
bildung voraussetzen, abzulehnen sind. 


Diese SchluBfolgerung verlangt freilich eine Revision der 
bisher erworbenen experimentellen Resultate iiber die chemische 
Seite der Girung: dies ist notwendig zur Ausfillung der vor- 
handenen Liicken zwecks Gewinnung des Materials fiir neue 
Theorien. Vor allem muB festgestellt werden, welche inter- 
mediiiren Girungsprodukte als nachgewiesen gelten kénnen. 
Vor kurzer Zeit war Acetaldehyd das einzige, sicher nach- 
gewiesene intermediire Girungsprodukt. AuBerdem waren An- 
deutungen dariiber vorhanden, daf Brenztraubensiure im Laufe 
der Giarung ebenfalls gebildet wird. Dies war zu ersehen 
erstens daraus, daB Brenztraubensiiure durch Hefe leicht zu 
Acetaldehyd und CO, gespalten wird, zweitens aber aus den 
Resultaten von v. Grab?) und Cagan‘’), die bei der Girung 
des Hefemacerationssaftes in Gegenwart von #-Naphthylamin 
substituierte #-Naphthocinchoninsiuren in geringen Mengen zu 
isolieren vermochten. Es ist jedoch einleuchtend, daB dies 
noch kein sicherer Nachweis war, denn erstens ist S-Naphtho- 
cinchoninsiure kein direktes Derivat der Brenztraubensiiure, 
zweitens (was uns als sehr wichtig erscheint), versagt dieses 
Verfahren mit lebender Hefe, drittens kénnen im Macerations- 
saft verschiedene heterogene Vorgiinge nachgewiesen werden, 
die mit Brenztraubensiurebildung in Zusammenhang gebraclit 
werden kénnen, wie z. B. die intensive HiweiBspaltung und die 


1) Biochem. Zs. Bd. 203, S. 237 (1928). 
*) Biochem. Zs. Bd. 123, S. 69 (1921). 
8) Zs. f. angew. Chem. Bd. 32, S. 951 (1926). 
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Milchsiuregirung.') Palladin’) und Kayser’) wollen eine 
Brenztraubensiurebildung aus Milchsiure beobachtet haben, 
wobei aber eine Identifizierung des Produktes vollkommen 
fehlt und der gesamte Vorgang mit der alkoholischen Giirung 
schwerlich in Zusammenhang zu bringen ist. Fernbach und 
Schoen‘), sowie Traetta-Mosca‘) suchten Brenztraubensiiure 
in Form ihrer Salze abzufangen. Dies ist jedoch ein aussichts- 
loses Verfahren, wie Neuberg und Reinfurth®) zeigten, da 
Brenztraubensiuresalze durch Hefe noch leichter als die freie 
Siure zerlegt werden. Auch andere Forscher erhielten bei 
der Wiederholung dieser Versuche nicht nur negative, sondern 
auch dem Sinn des Abfangverfahrens mittels CaCO, wider- 
sprechende Resultate.’) Fernbach und Schoen erhielten 
wohl eine Brenztraubensiurebildung, welche weder mit der 
Girung, noch mit Gegenwart von CaCO, im Zusammenhange 
steht und durch die Eigentiimlichkeiten der verwendeten Kultur 
erklarbar ist: die Verfasser haben eine sich allmihlich ent- 
wickelnde Kultur einer Champagnerhefe geziichtet. Auch 
Traetta-Mosca (a.a. 0.) arbeitete mit einer sich aus minimaler 
Hefemenge entwickelnden Kultur, was bei chemischen Unter- 
suchungen iiber alkoholische Girung immer zu vermeiden ist, 
da michtige bei Hefewachstum und Hefeernihrung stattfinden- 
den Stoffumwandlungen woméglich auszuschalten sind. Der 


1) Milchsiuregirungserreger vermochten wir aus simtlichen bisher 
untersuchten Saften zu isolieren. Milchsiurebildung findet iiber die 
Zwischenstufe von Brenztraubensiure statt. 

2) Palladin u. Sabinin, Biochem. Jl. Bd. 10, S. 185 (1916). 

3) Ann. de brass. et dist. 10 févr. (1924); Bull. de la Soe. de chim. 
biol. Bd. 6, S. 345 (1924). 

*) C. R. Bd. 156, S. 1478; Bd. 158, 8. 1719 (1914), 

5) Ann. chim. appl. Bd. 16, S. 167 (1926); Bd. 17, S. 59 (1927). 

*) Biochem. Zs. Bd. 89, S. 370 (1918); auch Biochem. Zs. Bd. 78, 
S, 239 (1916). Neuerdings hat Neuberg allerdings seine Einwinde 
widerrufen, ohne die Griinde dazu anzugeben [vgl. Biochem Zs. Bd. 199, 
S. 230 (1928)). 

") J. Kerb, Chem. Ber. Bd. 52, S. 1795 (1919); Biochem. Zs. Bd. 100, 
S. 3 (1919); Kerb u. Zuckendorf, Biochem. Zs. Bd. 122, S. 307 (1921); 
v.Garb, Biochem. Zs. Bd. 123, S. 69 (1921); Kostytschew u. Frey, 
Diese Zs. Bd. 146, S. 276 (1925). 
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genannte Forscher suchte Brenztraubensiure in Form ihres 
Brucinsalzes zu isolieren, wobei die Identifizierung auf Grund 
des unrichtigen Molekulargewichtes des Brucinpyruvinats vor- 
genommen wurde und sich auf die N-Bestimmung beschrinkte. 
Der N-Gehalt des Brucinpyruvinats unterscheidet sich so wenig 
vom N-Gehalt einiger anderen Stofle, vor allem von demjenigen 
des Brucinlactats, daB die Differenzen innerhalb der iiblichen 
Analysenfehler liegen. Bei der Wiederholung der Versuche 
von Traetta-Mosca vermochte Rimini!) dessen Resultate 
nicht zu bestitigen. 

Ks scheint uns jedoch, daB ein sicherer Nachweis der 
Brenztraubensiurebildung bei der alkoholischen Girung schlieB- 
lich durch die letzte Arbeit von Kostytschew und Soldaten- 
kov’) geliefert wird. Brenztraubensiure wurde in kurzdauern- 
den Versuchen mit fertiger Hefe durch eine neue Abfang- 
methode in Form des Semicarbazons abgefangen und in das 
p-Nitrophenylhydrazon iiberfiihrt. Durch diese Methode kaun 
Brenztraubensiiure grammweise isoliert werden. In diesem 
Zusammenhange ist allerdings der Umstand zu betonen, dah 
bei Untersuchungen iiber die intermediiiren Girungsprodukte 
die GréBe der Ausbeuten belanglos, wogegen die Art und Weise 
der Isolierung von hervorragender Wichtigkeit ist. Es muf 
nimlich nachgewiesen werden, daf die isolierte Substanz bei 
der Giirung und nicht bei anderweitigen Stoffumwandlungen 
entstanden war. Nicht auf Grund gréBerer Ausbeuten, sondern 
auf Grund gréBerer Zuverlissigkeit ist also die Methode von 
Kostytschew und Soldatenkovy derjenigen von v. Grab und 
Cagan vorzuziehen. 

Methylglyoxal kénnte nach unserer Ansicht kaum als Vor- 
stufe der Brenztraubensiiure dienen, denn der Ubergang von 
Methylglyoxal zu Brenztraubensiure ist bei Abwesenheit der 
Nebenprodukte nichts anderes als einfache Oxydation. Wabr- 
scheinlicher ist vorliufig die Annahme, daB Methylglyoxal bei 


‘) Rimini, Ann. di chimica appl. Bd. 16, S. 488 (1926). 
*) Kostytschew u. Soldatenkoyv, Diese Zs. Bd. 176, S, 287 


(1928). 


J > 
i 


Uber Alkoholgiirung. 279 


hoher Spannung der reduzierenden Vorgiinge fiir Brenztrauben- 
siure vikariierend auftritt. In der ersten Arbeit von Kostyt- 
schew und Soldatenkov!) wurde durch Semicarbazid nur 
Methylglyoxal, in der zweiten aber nur Brenztraubensiiure ab- 
gefangen. Ks ist ganz unwahrscheinlich, daB hierbei Methy]- 
glyoxal dem Nachweise entging, denn namentlich diese Substanz 
wird aus Mischlésungen vorwiegend isoliert. Im Lautfe der 
Girung sind die Verhiiltnisse fiir eine vorwiegende Isolierung 
des Methylglyoxals durch Semicarbazid wohl noch giinstiger, da 
alle Garungstheorien darin einig sind, daB unter allen denkbaren 
Zwischenprodukten Brenztraubensiure am schnellsten weiter 
verarbeitet wird. Wir miissen also annehmen, dab im vor- 
liegenden Falle Methylglyoxal tiherhaupt nicht gebildet 
wur de.?) 

SchlieBlich wurde auch der Robisonsche Monophosphor- 
siiurehexoseester *) von einigen Forschern als ein intermediiires 
Girungsprodukt angesehen. Andere nehmen dagegen an, dab 
die genannte Substanz bereits das Umwandlungsprodukt eines 
Zwischenproduktes der Girung darstellt. Da der Ester bei 
der Giarung spontan, d. i. ohne Anwendung einer Abfang- 
methode, entsteht, so ist obige Frage zurzeit noch nicht geldst. 


1) Kostytschew u. Soldatenkov, Diese Zs. Bd. 168, 8.128 (1928). 

*) Aus obiger Darlegung ist ersichtlich, das ich die mit Methy|- 
glyoxal erhaltenen Resultate nicht widerrufen habe, obwohl ich durch 
iuBere Umstiinde verhindert worden war, an der Identifizierung des er- 
haltenen Produktes persdnlich teilzunehmen. Die negativen Resultate 
von Neuberg und Kobel (Biochem. Zs. Bd. 199, S. 230 (1928)} 
diirfen kaum als ausschlaggebend betrachtet werden, denn die Ausbeute 
an Hydrazodicarbonamid war in ihren Versuchen zu gro8. Hieraus ist 
der SchluB zu ziehen, daB die Erhitzung der Lésung ebenfalls iiber- 
mi’ig war. Bei unvorsichtiger Erhitzung werden die erhaltenen Semi- 
carbazone in Hydrazodicarbonamid verwandelt, denn letztere Substanz 
entsteht nicht nur aus freiem Semicarbazid, sondern auch aus Semi- 
carbazonen. Beim Fehlen des Methylglyoxals sollten Neuberg und 
Kobel jedenfalls Brenztraubensiure abfangen, was aber in Wirklichkeit 
nicht geschah. Ich bin in der Lage zu behaupten, daB bei vorsichtigem 
Arbeiten die Mengen des entstandenen Hydrazodicarbonamids so un- 
bedeutend sind, daB sie praktisch nicht in Betracht kommen.  S. K. 

*) R. Robison, Biochem, Jl. Bd. 16, S. 809 (19283). 


ak 
83 
) 
| 
: 
ag 
a 
/ 
fe 
l 
ay 
the 
r 
- 
1 
1 
~ 
‘ 
wey 
q 
ig 


2980 S. Kostytschew und K. Jegorowa, Uber Alkoholgirung. 


Aus obiger Ubersicht ist folgendes zu ersehen. Bisher 
wurde die Bildung von Acetaldehyd und Brenztraubensiure 
bei der alkoholischen Garung nachgewiesen, die Bildung von 
Methylglyoxal und Monophosphorsiaureester aber wahrscheinlich 
gemacht. Dagegen ist die Bildung von Triosen und 
Glycerinsaiure unwahrscheinlich. Dieses Ergebnis stellt 
uns zur Aufgabe, den Vorgang der Brenztraubensiiure- bzw. 
Methylglyoxalbildung direkt aus Hexosen zu erlautern. Ks ist 
aus manchen Grinden wahrscheinlich, daB hier nicht viele 
intermediire Stufen vorliegen. Die genannte Frage sollte den 
Kernpunkt kinftiger Arbeiten iiber die chemische Seite der 
Girung bilden. 
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Studien an Oberhefe. 
Von 
Hans vy. Euler und Harald Nilsson. 


(Aus dem biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 3v. Januar 1929.) 


I. Beobachtungen uber Garung 
und Sauerstoffzehrung der mit H,S vorbehandelten Oberhefe R. 


In einer vorhergehenden Untersuchung von Euler und 
E. Eriksson!) wurden Girfahigkeit, Oxydo-Reduktionswirkung 
(Methylenblau-Entfirbung und Sauerstofizehrung) an solchen 
Hefen untersucht, welche mit Eisensalzlésungen vorbehandelt 
worden waren. Im Verlauf von 5 Fe-Girungsperioden wurden 
von der Hefe folgende Fe-Mengen aufgenommen, welche wir 
per g Trockengewicht der Hefe angeben: 


Tage der Vorbehandlung mit Fe 0 d 15 20 25 


Wihrend sich die Giarfahigkeit der Hefe dabei wenig 
inderte, ging ihre Oxydo-Reduktionswirkung (Mb-Entfairbung) 


und auch ihre Sauerstoffzehrung mit steigender Menge auf- 


genommenen Kisens zuriick. Uber den Zustand des Hisens in 
der vorbehandelten Hefe konnten noch keine Feststellungen ge- 
macht werden; um Ausfillungen in Form von unléslichen 
Hydraten auszuschlieBen, werden die weiteren Versuche mit 
léslichen Fe-Komplexen (Citrat, Tartrat) angestellt. 

Was den Zustand des Kisens in der Hefe betrifft, so sind 
in den Versuchen von Euler und Fink bzw. Euler, Fink 
und Hellstrém?) in zwei voneinander ganz unabhiingigen 


1) Euler u. E. Eriksson, Diese Zs. Bd. 179, S. 39 (1928). 
*) Euler u. F. Fink, Diese Zs. Bd. 162, S. 272 (1927). — Euler, 
Fink u. Hellstrém, ebenda, Bd. 169, S. 10 (1927). 
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Methoden (analytisch und spektrophotometrisch) fiir das hamo- 
chromogenartig gebundene Eisen unserer Oberhefe R die 
approximativen Werte angegeben worden: 
Him.-Fe _ 1 1 
~Gesamt-Fe ~ 160 >2¥ 100 
Bei einem Gesamteisengehalt von etwa 8-105 ¢ wird also 
als vorliiufiger Wert fiir unsere Oberhefe gefunden 


Konz. d. Himochromogen-Eisens 5-10—7 bis 8-10—7 g. 


Der so gewonnene mittlere Wert der Konzentration des 
Hiimochromogeneisens, 4-10~’ stammt vermutlich aus mehre- 
ren verschiedenen Eisenverbindungen, und es ist also nicht 
wahrscheinlich, daB diesem Kisen eine einheitliche enzymatische 
Wirkung zukommt. Im Zusammenhang mit friiheren Arbeiten’) 
interessiert uns besonders die evtl. Beziehung dieses Eisen- 
gehaltes zur Katalasewirkung der Hefe. 

Bei kurz dauernden (bis 30 Tage langen) Versuchen, die 
Hefe in Fe-haltigen Lésungen zu ziichten, stieg der Gehalt 
des Himochromogeneisens anscheinend nur wenig. Es wurde 
schon friher (Kuler und Fink, a. a. O. S. 303) erwahnt, dab 
Versuche in Aussicht genommen sind, bei welchen durch linger 
fortgesetzte, iibernormale, geeignet geleitete Fe-Zufuhr die 
Konzentration der biologisch so wichtigen Pyrrol bzw. Por- 
phyrin-Eisenkomplexe allmihlich in der Zelle erhéht wird. 

Ziichtet man Hefen in Kisensalzlésungen, so tritt in der 
Regel voriibergehend eine graue bis schwarze Farbung aul, 
welche auf die Bildung von FeS hindeutet. Nun sind —S-S— 
sowie —SH-Gruppen an den Oxydationsvorgiingen in der Hefe 
beteiligt, wie besonders aus den Untersuchungen von Hopkins 
und seiner Schule*) hervorgeht. Der EinfluB des Eisens auf 
die Oxydation des Cysteins*), auf dessen Redox-Potential und 


') Euler u. Josephson, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 455, S. 1 
(1927) und Bd, 456, S. 111 (1927). 

*) E. G. Hopkins, Biochem. Journ. Bd. 15, S. 286 (1921) und Bd. 19, 
S. 287 (1925). 

®) Siehe hierzu auch die Arbeiten der Warburgschen Schule, 
z. B. Sakuma, Biochem. Zs. Bd. 142, S. 68 (1928). 
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auf die damit verkniipften Oxydo-Reduktionsvorgiinge in der 
Hefe sind zwar im einzelnen noch nicht geklirt und sind an- 
scheinend sehr kompliziert.!) Freier H,S und freie SH’-Ionen 
fithren offenbar zu einem Verbrauch von Fe und Fe’’’-Jonen 
bis zur Léslichkeitsgrenze, bzw. bis zum Dissoziationsprodukt 
der betr. Sulfide. Gleichzeitig kinnen aber organisch gebundene 
S-S und SH-Grupppen mit Fe katalytisch-aktive Molekiile 
bilden. 

Wir haben nun einige orientierende Versuche angestellt, 
um den EinfluB von Schwefel bzw. Schwefelwasserstofi auf 
Girung, Oxydo-Reduktion und Atmung der Hefe zu studieren. 
Kinerseits ist bekannt, daB Schwefelwasserstoff sich mit Zuckern 
und ihren Abbauprodukten, mit Aldehyden, Alkoholen und 
Azetalen zu S-haltigen Verbindungen, meist zu Sulfhydryl- 
derivaten umsetzt. Andererseits wissen wir, daB in Suspensionen 
von Schwefel und giirender Hefe Schwefelwasserstoff entwickelt 
wird [de Rey-Pailhade?’), Pozzi-Escot*), Heffter*) u.a.] und 
zwar hat man diese Wirkung seit etwa 30 Jahren Enzymen, 
Reduktasen oder Redukasen, zugeschrieben, denen gelegentlich 
auch eigenartigere Namen (Philothion? oder Jacquemase) bei- 
gelegt wurden. Wir wollen auf den Mechanismus der H,S- 
Bildung hier nicht eingehen, da in diesem Institut an der 
Isolierung des betr. Katalysators gearbeitet wird (K. Norde- 
feldt). 

Wie aus den vergleichenden Schwefelbestimmungen an 
der Ausgangshefe und an der vorbehandelten Hefe hervorgeht, 
tiber welche der eine von uns (H.N) an anderer Stelle Mit- 
teilungen machen wird, erwies sich der Gesamt-S-Gehalt durch 
die Vorbehandlung mit H,S mehr als verdoppelt. Diese Ver- 
suche sind insofern ergainzungsbediirftig, als die Frage, in 
welcher Form der S-Uberschu8 in der Hefe gebunden wird, 


1) Siehe Dixon, Proce. Roy. Soc. B. Bd. 101, S. 57 (1927); Harrison 
a. J. H. Quastel, Biochem. Journ. Bd. 22, S. 683 (1928); Kendall a. 
Loewen, Bd. 22, S. 669 (1928). 

*) Siehe Rey-Pailhade, C. R. Bd. 160, S. 1683 (1838). 

*) Oxydases et Réductases, Paris 1902. 

*) Arch. fiir exper. Pathol., Schmiedeberg-Festschr. 1908. 
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nicht beantwortet ist.1) Bei unserem Versuch hat 1 g Hefe (be- 
rechnet auf Trockensubst.) 0,0044 g S aufgenommen. Beriick- 
sichtigt man, daB die Trockenhefe rund 0,008°/, Fe enthialt, 
so erscheint die Annahme naheliegend, daB ein wesentlicher 
Teil des aufgenommenen S sich mit dem Hisen der Hefe ver- 


bunden hat. 
Bei linger dauernden Vorbehandlungen mit H,S diirfte 


der Schwefel in gréBerem Ma organisch gebunden werden, 
teils zu Stoffen wie Cystein und Glutathion, teils zu Stoffen 


vom Typus der Thiomethylpentose von Suzuki.?) 


Versuchsanordnung und Methodik. 
a) Ausfiihrung der Vorbehandlung. 

1. Schwefelblumen. In 5 Liter 1°/,iger Rohrzuckerlésung 
werden 200 g frischer Oberhefe R und gleichzeitig 10 g As-freie Schwefe!- 
blumen suspendiert. Am 4. Tage weitere 50 g Rohrzucker zugesetzt; 
nach 4tigiger Girung wird die Hauptmenge der Fliissigkeit abzentri- 
fugiert; die Mischung von Hefe und unverbrauchtem Schwefel wird mit 
etwa Liter Wasser gewaschen. Wiaihrend der Girung machte sich 
die S. 283 erwihnte H,S-Bildung durch starken Geruch bemerkbar. 

2. Schwefelwasserstoff. 200g frische R-Hefe in 5 Liter 
3°/,iger Rohrzuckerlésung suspendiert. Die Mischung wurde nun mit 
Schwefelwasserstoff gesiittigt und wiihrend etwa 24 Stunden bei Zimmer- 
temperatur stehen gelassen; hierauf wurde die Hefe abgeschieden und 
mit '/, Liter Wasser in der Zentrifuge gewaschen. Wéahrend der H,S- 
Behandlung wird die Hefe schwarzgrau; nach dem Auswaschen besaf 
sie einen eigenartigen, intensiven, an Knoblauch erinnernden Geruch. 

Die auf diese Weise vorbehandelte Hefe wurde (mit Ausnahme 
einer kleinen Menge, die auf die Analyse reserviert wurde) in Trocken- 
hefe iibergefiihrt und zwar so, daB8 die Hefe in einer Differentialpresse 
vom groéBten Teil des Wassers befreit und daun durch ein feinmaschige: 
Sieb getrieben und in diinnerer Schicht auf Filtrierpapier ausgebreitet 
wurde, 

Folgende Untersuchungen wurden angestellt: 

1, Bestimmung des Trockengewichtes der frischen Hefe vor und 
nach der Vorbehandlung. 

2. Bestimmung der Giirungsgeschwindigkeit. 

3. Bestimmung der Sauerstofftzehrung. 


'!) Uber -SH- und -S—S.--Bestimmung in Geweben siehe Bierich 


u. Kalle, Diese Zs. Bd. 158, S. 3 und Bd. 175, S. 115 (1928). 
*) U. Suzuki u. Mitarb., Biochem. Zs. Bd. 154, Bd. 278 (1924): 


Bd. 162, S, 413 (1925). 
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b) Messungsmethodik der Girung’) und Sauerstoffzehrung. 


Zur Bestimmung des Trockengehaltes wurde die frische Hefe bei 
105° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet; der Trockengehalt (im Mittel 
26,5°/o) ist jedesmal angegeben. Der Trockengehalt der luftgetrockneten 
Hefe (Trockenhefe) betrug im Mittel 95°/,. Die Girungsgeschwindigkeit 
wurde im Mikrogiirapparat nach der von Myrbick ausgearbeiteten 
Methodik gemessen. 

Die Sauerstoffzehrung wurde untersucht in der von Steffenburg*) 
angegebenen Modifikation des Barcroft-Warburg-Apparates. Um 
nicht Donatoren in unbekannter Menge zuzufiihren, wurde kein Hefe- 
kochsaft zugesetzt, sondern nur Hefepufferlésung und Wasser. 


Versuche. 


A. Vorversuch mit Schwefelblumen. 

Trockengewicht der frischen Hefe, unvorbehandelt und vorbehandelt, 

reduziert auf 26,5 °/,. 
Giérung. 

Garlésung: 3,05 g Hefe (= 0,808 g Trockenhefe) + 5,0 g Glucose 
+ 10 eem PO,-Pafferlésung = 5,3) H,O ad 100. 

Aus den Originalzahlen (vgl. Harald Nilsson, a. a. O.) ergibt 
sich zwischen 10 und 150 Minuten eine Girungsgeschwindigkeit von 
3,0 cem CO,/Stunde unbeeinfluBt von der Vorbehandlung. 


Sauerstoffzehrung. 

Fiillung der ReaktionsgefaBe: 0,40 g Hefe (= 0,106 g Trockenhefe) oe 

+ 5eem PO,-Pufferlésung (py = 5,3) + 5 cem dest. Wasser. Von dieser a 
Suspension wird 1cem zu jedem Versuch verwendet. Die Volumina 
wurden jede 10. Minute abgelesen. Aus den Tabellen ergibt sich als Mittel: 


Nicht vorbehandelte Hefe . . mm? O,/15 Min. = 25,0 + 3,5 
Vorbehandelte Hefe. . . . . mm? Q,/15 Min. = 31,7. 


Versuch I mit H,S. 
a) Frische Hefe. 
Trockengewichte: Nicht vorbehandelt 26,2 °/,. — Vorbehandelt 
26,7 
Girungsmischung. Glucose, Puffer, H,O wie oben. Hete 
3,00 g (Mittel) = 0,795 g Trockenhefe. 


Girungsgeschwindigkeit. 
Nicht vorbehandelte Hefe . . . . eem CO,/Stunde = 3,3 
Vorbehandelte Hefe. . . . . . . eem CO,/Stunde = 0,87 


') Vgl. Grafes Handbuch, Bd. 1, S. 333 (1927); Oppenheimer- 
Pineussen, Fermente und ihre Wirkungen, Bd. III, 8S. 1297 (1928). 
*) Steffenburg, Diese Zs. Bd. 178, S. 75 (1928). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXXXI. 19 
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Sauerstoffzehrung der vorbehandelten (frischen) Hefe. Ver- 
suchsbedingungen wie oben. 


mm? Q,/15 Min. = 6,6. 


b) Vorbehandelte Trockenhefe. 
Girungsmischung in jeder Roéhre: 0,2 g Trockenhefe + 0,1 g¢ 
Glucose + 0,5 cem PO,-Puffer (p;; = 6,4) + 1,5 cem H,O + 2 Tropfen 
5 °/,ige Lésung von Hexose-di-phosphors-Na (zur Aufhebung der In- 


duktion). 
Ohne Zusatz von Hefekochsaft . . . eem CO,/Stunde = 3,30 
Mit Zusatz von Hefekochsaft . . . . eem CO,/Stunde = 4,20 


c) Vorbehandelte, ausgewaschene Trockenhefe. 


5 g vorbehandelte Trockenhefe 2 Stunden lang mit 300 cem Wasser 
gewaschen. 

Giirungsmischung: 5 g ausgewaschene Hefe + 2,5 g Glucose + 
12,5 eem PO,-Puffer + H,O ad 30 ccm. Hiervon 1,2 cem + 0,8 ccm 
Hefekochsaft + 2 Tropfen Na-Zymophosphatlésung. 


Ohne Zusatz von Kochsaft . . . ccm CO,/Stunde < 0,1 ccm 
Mit Zusatz von Hefekochsaft . . cem CO,/Stunde < 2,15 ecm 


4 Beziiglich der auffallenden Tatsache, daB die vorbehandelte R-Hefe 
ausgewaschen werden konnte vgl. unten S. 288. 


Versuch II mit H,S. 
a) Unvorbehandelt. 


Frische Hefe. Girungsmischung wie oben. 3,00 g Hefe (= 0,76 g 
Trockenhefe), 25,4 °/, Trockengewicht. 


ecm CO,/Stunde = 3,55. 


Trockenhefe (unvorbehandelt) ausgewaschen. 
Girungsmischung: wie oben S. 285. 


ecm CQ,/Stunde = 18,9 
b) Vorbehandelt. 
Frische Hefe. 3,05 g = 0,77 g Trockenhefe. 
ecm CO,/Stunde < 0,2. 
Trockenhefe (vorbehandelt) ausgewaschen. 
ecm CO,/Stunde = 0,2. 


Versuch III mit H,S. 
Vorbehandelt. 
Frische Hefe. 3,02 g = 0,73 g Trockenhefe. 
eem CO,/Stunde = 0,75. 
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Ausgewaschen: 
Ohne Zusatz von Hefekochsaft . . ecm CO,/Stunde = 0,3 
Mit Zusatz von Hefekochsaft . . . ecm CO,/Stunde = 3,9 bzw. 5,15 


Sauerstoffzehrung der Trockenhefe. 
Reaktionsmischung: 0,4 g Hefe + 5 cem PO,-Puffer (p,; = 6,4) + 
5cem H,O. Hiervon 1 cem zu jedem Versuch. 


Vorbehandelt . . . . . mm? O,/15 Min. = 5,1 
Nicht vorbehandelt . . . mm? O,/15 Min. = 68,7 


Vorbehandelt und dann 2 Stunden mit 5 °/,iger FeSO,-Lésung be- 


handelt 
mm* Q,/15 Min. = 4,3. 


Zusammenfassung. 


Fa8t man die oben angegebenen Versuchswerte zusammen, 
so erhalten wir hinsichtlich des Einflusses der H,S-Vorbehand- 
lung auf die Garung und Sauerstoffzehrung der frischen und 
der getrockneten Hefe folgende Mittelwerte, welche des Ver- 
sleichs wegen umgerechnet sind auf die gemeinsamen Ver- 
suchsbedingungen und zwar auf eine Hefemenge per Versuch 
entsprechend 0,20 g Trockenhefe. 


Girungsfihigkeit. 
Hefe Behandlung eem CO,/Stunde 
Unvorbehandelt. . . .. . 44 
Frische') Hefe H,S-Vorbehandelt . . . . 11 
Unvorbehandelt. . . . . . 20 
l'rockenhefe, H,S-Vorbehandelt: 
nicht ausgewaschen Ohne Zusatz . ... . 2,5 
Zusatz von Hefekochsaft . 4 
Unvorbehandelt. . . . . 20 
lrockenhefe, H,S-Vorbehandelt: 
ausgewaschen Ohne Zusatz .... < 0,2 
Zusatz von Hefekochsaft . 3,5 


‘) Unter frischer Hefe ist hier ungetrocknete PreBhefe verstanden. 


Durch die H,S-Behandlung wird ein Teil der frischen Hefezellen getotet. 
19* 
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Sauerstoffzehrung. 
Hefe Behandlung Q,/15 Min. 
Nicht vorbehandelt . . . . 95 
Frische Hefe Vorbehandelt. . . ... . 25 
Nicht vorbehandelt ... . 70 
Vorbehandelt: Ohne Zusatz . 5 
nicht ausgewaschen + FeSO, . . 4 


Vergleicht man die Girfabigkeit der in frischem Zustand 
mit H,S vorbehandelten Hefe mit der nicht vorbehandelten, 
so ergibt sich sowohl, wenn diese beiden Hefenpriiparate in 
frischem als in getrocknetem Zustand zur Untersuchung ge- 
langen, eine starke Verminderung der Girkraft, und zwar in 
ersterem Falle auf ¥/,, in letzterem Falle auf rund 1], des 
urspriinglichen Wertes. Von ihnlicher GréBe ergab sich die 
Verminderung, als die Trockenhefe ausgewaschen und dann 
mit Co-Zymase (Hefekochsaft) versetzt wurde. . 

Auch die Sauerstoffzehrung der Hefe, sofern sie in frischem 
Zustand untersucht wird, geht durch die gleiche H,S-Behaui- 
lung im gleichen Verhiltnis wie die Garfahigkeit zuriick; wir 
hatten einen bedeutend stirkeren Riickgang erwartet. Dagege 
war das Verhiltnis der Sauerstofizehrung 1:14, als die beiden 
Hefen in getrocknetem Zustand untersucht wurden. Man kann 
vielleicht annehmen, daB der von der Hefe aufgenommene 
(teils frei, teils gebunden darin vorhandene) Schwefelwassersto!i 
bei der Trocknung einen weit gréBeren Teil der Fe-Kataly- 
satoren bindet!) und inaktiviert, als dies in der frischen Heie 


der Fall ist. 


II. Auswaschbarkeit der Co-Zymase aus Oberhefe R 
nach Vorbehandlung mit H,§S. 


Aus Brauerei-Unterhefen kann nach dem Lufttrocknen 
die Co-Zymase mit Wasser so vollstiindig ausgewaschen werden, 
daB die zuriickbleibende Hefe, die ,,Apo-Zymase“, so gut wie 


‘) Durch die Ferricitrat-Vorbehandlung steigt das spektrophoto- 
metrisch meBbare Hiim.-Fe der Hefe. 
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keine Giarwirkung mehr zeigt, durch Co-Zymasezusatz aber 
vollstindig aktiviert werden kann. Euler und Myrbick’) 
machten 1921 die auffallende Beobachtung, daB sich Ober- 
hefen ganz anders verhalten. Es ist nicht méglich, dieselben 
so zu trocknen, daB (bei intakt gehaltener Apo-Zymase) ein 
meBbarer Teil der Co-Zymase ins Waschwasser geht. Diese 
{'atsache ist hier?) vielfach bestitigt worden, an deutschen Ober- 
hefen von Gottschalk und Neuberg,*) Mit diesen ver- 
schiedenen Verhalten der Unter- und Oberhefen scheinen auch 
andere Unterschiede der Unter- und Oberhefen (Phosphat- 
sehalt, Giarfahigkeit in alkalischer Lésung usw.) parallel zu 
gehen. 


Merkwiirdigerweise ist aber das erstgenannte Charakte- 
ristikum der Unterheten nicht honstant. Wie zunichst H. Fink‘) 
fand, nimmt unsere Brauerei-Unterhefe H bei der Kultur in 
konzentrierter (100 g Rohrzucker per Liter) Rohrzuckerlésung 
Koproporphyrin-Vorbehandlung) hinsichtlich der Bindung der 
(o-Zymase das Verhalten einer Oberhefe an, aus welcher die 
Co-Zymase nach dem Trocknen nicht mehr auswaschbar ist. 
Andererseits scheint nach Versuchen von H. Fink®) Oberhefe 
durch Kultur in Bierwiirze hinsichtlich der Co-Zymase aus- 
waschbar zu werden. 


Kine Erscheinung die vermutlich ahnlicher Art ist, trat 
bei den oben beschriebenen Vorbehandlungen mit H,S ein. 
Wie aus der Zusammenfassung der Versuche S. 287 hervorgeht, 
konnte die Co-Zymase, welche an sich in getrocknetem Zu- 
stande keine Co-Zymase an Wasser abgibt, durch die 24stiindige 
Vorbehandlung der frischen Hefe mit H,S nach dem ‘T'rocknen 
auswaschbar gemacht werden. Wir fiihren folgende Zahlen an: 


‘) Euler u. Myrbick, Diese Zs. Bd. 117, S, 28 (1921). 

*) Euler, Myrbick u. R. Nilsson, Diese Zs. Bd, 144, S$. 137 und 
zwar S. 141 (1925). 

‘) Gottschalk u. Neuberg, Biochem. Zs. Bd, 154, S, 492 (1925). 

‘) Euler, Fink u, Ragnar Nilsson, Diese Zs, Bd, 158, S. 302 
(1926), 


*) Fink u. Euler, Diese Zs. Bd. 163, S. 193 (1927). 
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Trockenhefe mit H,O ausgewaschen. 


Nicht vorbehandelt . . . . 20 cem CO,/Stunde 
Vorbehandelt . . . ©. . . <0,2cem CO,/Stunde 


Das oben erwihnte Ergebnis von Fink mit Bierwiirze 
tritt nach der citierten Mitteilung ,mit groBer Wahrschein- 
lichkeit“ ein. Wir hielten es fiir wiinschenswert, uns aucl 
von der Reproduzierbarkeit des Finkschen Versuches zu iiber- 
zeugen. 

Oberhefe R wurde in Bierwiirze geziichtet. Mit der so 
gezogenen und hierauf getrockneten Hefe wurde folgender Ver. 
such angestellt. 


Girungsmischung: 0,2 g Trockenhefe + 0,1 g Glucose + 0,5 ccm 
PO,-Pufferlisung + 1,5cem Wasser + 2 Tropfen Na-Zymophosphatlésung. 


Die nachstehend angegebenen Werte fiir com CO, sind 
Mittel aus 3 Versuchen. : 
Girungszeit in Min. 40 50 60 


Nicht ausgewaschene Hefe . . . . 1,77 2,53 3,10 
Ausgewaschene Hefe . ..... — €07 


Die Auswaschbarkeit war also zwar nicht so vollstindig, 
wie sie bei Unterhefe meistens ist, aber doch vollkommen 
deutlich, so daB durch unseren Versuch die Finksche Beob- 
achtung bestatigt wird. 
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Enzymatische Hydrolyse des Keratins mit dem Kropfsafte 
des Astur palumbarius (Habicht) und Vultur monachus 
(Kuttengeier). 

Von 


Radenko Stankovic, Vojislav Arnovljevié und Petar Matavulj. 


(Aus der Int. Propedeutischen Klinik und dem Chemischen Institute der Universitat 
zu Belgrad). 


(Der Redaktion zugegangen am 1. Febr. 192°.) 


Die Raubvégel werden in Tiergirten zeitweise mit un- 
gerupften Vogelarten gefiittert. Ks heiBt, sie miissen ihren 
Kropf auf diese Weise reinigen, da sie friiher oder spiter die 
unverdauten Reste durch Wiirgen wieder hinaus zu beférdern 
ptlegen. 

Wir hielten zu Versuchszwecken einen Habicht in Gefangen- 
schaft, der jede vorgesetzte Vogelart, lebend oder tot unan- 
getastet lieB. Er nahrte sich bloB mit verschiedenen Siugetier- 
lebern und reinem Fleische. Den Habicht erhielten wir mit 
gestutzten Fliigeln. Die abgeschnittenen Federstiimpfe wurden 
ihm ausgerupft, womit das Wachstum von neuen Federn nicht 
hintangehalten werden sollte. Es fiel aber auf, da® ein Nach- 
wuchs der Federn nicht einmal nach drei Monaten stattgefunden 
hatte. Wir rupften ibm auch die Schweiffeder aus. Nach weiteren 
9 Monaten wuchsen weder die ersten noch auch die letzteren 
nach, Aus dieser Tatsache glaubten wir berechtigt zu sein, 
die Annahme zu machen, daB die Raubvégel hornsubstanzhaltige 
Nahrung fiir das Wachstum des eigenen Gefieders brauchen 
miissen. Sie miissen demzufolge aus dem eingenommenen 
Keratin die Hemigruppe durch eigene Enzyme spalten kénnen. 
Das nach der Nahrungsaufnahme ausgewiirgte Gewille stammt 
aus dem Kropfe des Vogels, folglich miiBte die Sekretion des 
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Enzyms und die hydrolytische Wirkung desselben auf keratin- 
haltige Substanzen im Kropfe stattfinden. 

Einem anderen Habichte, den wir, nachdem der erste durch 
einen Unfall verendet war, beschaffen konnten, heberten wir 
mit einer Kinhornschen Duodenalsonde den Kropf, zwei Stunden 
nachdem derselbe zwei Sperlinge verzehrt hatte aus. Wir konnten 
1 ccm einer gelblichen, triiben Fliissigkeit von schwach saurer 
Reaktion aspirieren. Auch nach der neuerlichen Aspiration, 
die 24 Stunden nach der Einnahme von fiinf Sperlingen vor- 
genommen wurde, bekamen wir nur dieselbe Menge gleichaus- 
sehender Fliissigkeit von derselben Reaktion (p,, = 4.) Mit 
derart geringen Quantitiiten waren wir nicht in der Méglichkeit, 
die notwendigen Bestimmungen iiber die Natur des voraus- 
gesetzten Enzyms aufzustellen. Um mehr Material fiir die 
notwendigen Versuchsanordnungen zu erlangen, sammelten wir 
die taglich ausgewiirgten Gewélle, von welchen wir 30 g mit 
50 g phys. Kochsalzlésung vermischten und nach 24stiindigem 
Stehen auf Zimmertemperatur an Filter ausgepreBt oder mittels 
Wasserstrahlpumpe ausgesaugt haben. Der auf dem Filter 
gebliebene Rest wurde in einem Becken Wasser aufgeschwemmt 
und besichtigt. Nebst einigen Samenkérnern, die aus den 
Krépfen der verspeisten Végel stammten und von Bakterien 
nicht angegriffen wurden, konnte man in der Aufschwemmung 
bloB zahlreiche Hauptschifte und Federstrahlen schwimmen 
sehen. Die eigentlichen Federschafte wie auch die verspeisten 
Schnibel und Nagel waren nicht aufzufinden. 

Unsere Voraussetzungen wurden durch diese Beobachtungen 


verstirkt. 
Mit dem filtrierten Prefbsafte stellte man folgende Ver- 


suche’) auf: 

In 1 ccm des PreBsaftes und 2 com Mono- und Dinatrium- 
phosphat von p,, = 8 als Puffer wurde 0,05 g Keratin (Hochst) 
angesetzt und 24 Stdn. auf 39° im Brutofen gehalten. 

Als Kontrolle diente dieselbe Anordnung, welche aber statt 
des PreBsaftes 1 ccm phys. Kochsalzlésung enthielt. AuBerdem 


') Mit und ohne Zusatz von T'oluol oder Thymol bei gleichem 
Ergebnis. 
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stellten wir auch eine Verdiinnung des PreBsaftes mit dem- 
selben Verhiltnisse (1:2) auf. 

Es ergab sich, daB nach 24stiindigem Aufenthalte aut 
39° in der Kontrolleprouvette das Keratin dem Aussehen nach up- 
verandert blieb. Dasselbe hatte nimlich auch weiter sein grob- 
sandiges, kérniges Aussehen beibehalten und senkte sich nach 
Aufschiitteln schnell zum Boden, wie vorher. Die Fliissigkeit 
oberhalb des Sedimentes war klar. Das mit dem Prebsafte 
+ Puffer behandelte Keratin quoll auf, sedimentierte sich nur 
langsam und seine Menge schien trotz der Quellung der Korner, 
geringer zu sein. Die Fliissigkeit oberhalb des sedimentierten 
Keratins war von deutlich dickerer Konsistenz, triiber und mehr 
gelb als die Fliissigkeit der Kontrolle: PreBsaft + Puffer 1: 2. 

Die abgegossenen und filtrierten Fliissigkeiten wurden mit 
Millons Reagens versetzt, ebenso die mit phys. Kochsalzlésung 
3mal gewaschenen Keratinsedimenten. Hs stellte sich dabei her- 
aus, daB die Filtrate der Kontrollen (Kochsalzlésung + Puffer 
+ Keratin und PreBsaft + Puffer) mit Millons Reagens keine 
Rosafarbung ergaben. Das von PreBsaft + Puffer + Keratin 
abstammende Filtrat aber farbte sich mit Millons Reagens sofort 
und immer zunehmend rosarot. Von den Keratinsedimenten 
jedoch farbte sich das mit Kochsalzlésung + Puffer versetzt 
gewesene Keratin sofort und auch zunehmend rot, dasjenige von 
PreBsaft + Puffer stammende erst nach Erwirmen und lingerem 
Stehen; bisweilen nahm es eine gelblich-braune Farbe an. 

Es wurde daraufhin auf gleiche Mengen Keratin mit 
Millons Reagens') gepriift. Das rosarote Keratin wurde 
am Filter bis zur Neutralisation gewaschen. Kin Teil wurde 
mit PreBsatt + Puffer (p,, = 7) der andere mit phys. Kochsalz- 
lésung + Puffer (p,, = 7) versetzt und 24 Stunden auf 39° ge- 
halten. Das mit den PreBsaft versetzt gewesene Keratin wurde 
vollstindig entfirbt, wiihrend das andere unverindert blieb. 

Die angefiihrten Versuche lieBen die Annahme des Frei- 
werdens des Tyrosins aus dem mit PreBsaft + Puffer be- 
handelten Keratin als wahrscheinlich gelten. 


1) Unnau. Golodetz, Der mikrochemische Nachweis der Keratine 
durch Millon Rev. Mon. H. pr. Dermat 1908. 
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Nach diesen Vorversuchen wurde in derselben Anordnung 
die Wirkung des PreBsaftes auf die Hydrolyse des Keratins 
im Chemischen Institute quantitativ bestimmt mit folgenden 


Ergebnissen: 
Tabelle 1. 


nach Foli n’) 


24 Stunden auf 39° 


PreBsaft + Puffer py = 8 2) 4,5 mg- 
PreBsaft + Puffer = 8 (1:2) + Keratin 0 05 Se. Dap), 
Phys. Kochsalzl. + Puffer (py = 8 (1: 2) + Keratin 0,05 g . 0 mg-/, 


Da das mit dem PreBsaft behandelte Keratin nicht komplett 
verdaut wurde, stellten wir uns die Aufgaben verschiedene 
Keratinarten (A u. B) gesondert der Saftwirkung zu unterziehen. 

Die Sonderung des A u. B Keratins wurde aus Pferdehuf 
nach Unna?) durchgefiihrt. Die beiden Keratinarten (A u. B 
wurden der Wirkung des PrefBsaftes unterzogen mit folgenden 


Ergebnissen: 


Tabelle 2. 

24 auf 390 N Aussehen 
PreBsaft + Patter Pu = 8 SL: 2) | 7,5 mg-°/, Tritb +; Sediment 
PreBsaft + Puffer p,, = 8 (1: 2) 

+ BKeratin 005g . . . [17,5 mg-°, | Triib +++ keinSediment 
Phys Kochsl. + Puffer pj; = 8 (1:2) 

+ BKeratin 005g .. . 0 mg-°/, | Klar, ohne Sediment 
PreBsaft + Puffer py; = 8 (1: 2) 

+ AKeratin 005g .. . 5 mg-°/, | +; Sediment 
Phys.Kochsl. + Puffer py, = 8(1:2) 

+ AKeratin 005g . . . 0 mg-?/, | Klar; Sediment 


1) O. Folin, Jl. of Biol. Chem. 51 (1922). 

2) Unna, Biochemie der Haut, Jena 1913. 

5) In dieser Kontrolleprouvette wurde schon durch die Einwirkung 
des schwachen Alkali das Keratin B gelést. Nach der Filtration der 
Lésung wurde das Filterpapier in Kochsalzlésung aufgeschwemmt und 
dann die Aufschwemmung mit Millons Reagens versetzt. Das Keratin 
wurde dadurch zum Ausfallen gebracht, wobei sich die kleinen sand- 
férmigen Kérnchen rosarot fiirbten. Der in derselben Weise behandelte 
ausgeschwemmte Filterrest von mit dem PreBsafte behandelten Keratin } 


zeigte keine sichtbare Veriinderung. 


: 
be 
¥, 
2, 
7 


Enzymatische Hydrolyse des Keratins usw. 295 


Ks fiel auf, daB die Einwirkung des PreBsaftes auf die 
Verdauung des A Keratins nicht nur gleich Null erschien, 
sondern daB sogar die abfiltrierte Fliissigkeit weniger Amino-N 
nachweisen lieB als die Kontrollfliissigkeit selbst enthalten hatte. 
Wir fiibrten diese Tatsache einerseits auf eine Adsorption zu- 
riick und schrieben dieses Ergebnis andererseits der Grob- 
kérnigkeit des A Keratin zu. 

Um die Frage der Spaltung des A Keratins zu entscheiden, 
wurde das grobkérnige A Keratin fein pulverisiert und der 
Verdauung des PreBsaftes ausgesetzt. Es stellte sich heraus, 
daB bei gleicher Versuchsanordnung von feinpulverisierten A Kera- 
tin 13 mg-°/, Amino-N freigesetzt wurden (17,5 mg-°/, zu 4 mg-°/, 
der Kontrolle: PreBsaft + Puffer). Die gréBere Oberfliiche der 
Keratinmenge, auf welche der PreSsaft einzuwirken hatte, be- 
dingte auch die héhere Spaltungsziffer nach der Kinwirkung, 
wie es die nachstehende Tabelle beweist. 


Tabelle 3. 
24 Stunden - 39° Amino-N 
PreBeatt + Puller Pu = (1: 2) 4,6 mg-", 


PreBsaft + Puffer p;; = 8 (1:2) + Keratin eoctilbantie 0 05g 11,6 mg-"/, 
PreBsaft + Puffer py, = 8 (1: 2) + Keratin feinkérnig 0,05 g | 17,5 mg-°/, 
PreBsaft + Puffer p;; = 8 (1: 2) + AKeratin feinkérnig0,05g | 15,5 mg-°/, 


Wir glaubten mit der gewahlten p,, = 8-Konzentration 
des Puffers dem Optimum der Keratolyse nahe gestanden zu 
haben. Das geringe Material, das uns zur Verfiigung stand, 
erlaubte uns nicht, das wirkliche Optimum des Mediums zu 
suchen. Da uns der Raubvogel jedoch weitere Gewdlle lieferte, 
so wurden wir in die Méglichkeit versetzt, auch das Optimum 
der Pufferkonzentration zu suchen. Folgende Tabellen (S. 296) 
geben die diesbeziiglichen Ergebnisse wieder. 

Dadurch, da8 auch ein Optimum des Mediums fiir die 
Keratolyse des PreBsaftes sich feststellen lieB, wie die obigen 
Tabellen es beweisen, schien uns die Annahme einer Enzym- 
wirkung des Kropfsaftes bei dem Habichte noch wahrschein- 
licher. 
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Tabelle 4. 

PreBsaft Puffer | Pu = 8 2) 1 mg- Trib +5 Sediment 
PreBsaft + Puffer py = 5 (1:2) 

+ Keratin 005g . . . . .4|7,3mg-9/,] +3; Sediment 
Prebsaft + Puffer py; = 6 (1: 2) 

+ Keratin 005g... . . . 17,7 mg-%,] ++; Sediment 
PreBsaft + Puffer py = 7 (1:2) 

+ Keratin 005g . . . . . . | 20 mg-°/) | +++ +;Sediment 
PreBsaft + Puffer py = 8 (1: 2) 

+ Keratin 005g... . . . . | 16 mg-9/,] +++; Sediment 
PreBsaft + Puffer pj; = 9,2 (1: 2) 

+ Keratin . . Tmg-°/,| Klar, Sediment 


Zur Bestitigung dieser Annahme sollten auch die Inakti- 
vierungseinfliisse die Keratolyse des Kropfsaftes zu hemmen 
imstande sein. Zu diesem Zwecke stellten wir folgende Ver- 
suche auf: 


Tabelle 5. 
24 Stunden nef 39° Amino-N 
PreBsaft + Puffer py = 7 (1:2) + Keratin 0 05 Se «a 4 20 mg-°', 
Auf 95° inakt. 
PreBsaft + Puffer py; = 7 (1:2) + Keratin 005g. .| 3,8 mg-°,, 


Da im Filtrate nach der Einwirkung des inakt. PreBsaftes weniger 
Amino-N als in jenem von PreBsaft + Puffer 1:2 nachzuweisen war 
(3,8:7,1 mg-°/), glaubten wir die bestehende Differenz auf eine durch 
die Inaktivierung des Fermentes bedingte Hemmung der Proteolyse der 
im PreBsafte vorhandenen EiweiBmengen beruhen miisse. 

Aus diesem Grunde priiften wir die gleichen Verdiinnungen des 
aktiven wie auch des inaktivierten PreBsaftes. Es ergab sich, daB der 
aktive PreBsaft 24" auf 89° gehalten, 5,6 mg-°/, Amino-N enthalten hatte, 
wiihrend sich in der inaktivierten blob 4 mg-°/, nachweisen lieBen. 


Tabelle 6. 
24 ¢ Stunden auf 39° porn N 
PreBsaft + Putter | Po = 7 a: 2). & 5,6 i, 
Auf 95° '/," inakt. PreBsaft + Puffer p,, = 7 (1: 2) 4 mg-°/, 
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Alle angefiihrten Versuche wurden mit reinem Keratin (Héchst) 
ausgefiihrt und bei wenigstens noch einmaliger Wiederholung als gleich- 
lautend bestiitigt. 


Wir suchten auch die Wirkung des verdiinnten Prefsaftes 
aut hornsubstanzenthaltende Gewebe zu priifen, soweit das uns 
zur Verfiigung stehende Material dies gestattete. 

Zu diesem Zwecke verwendeten wir 0,70 g Menschenhaare, 
verschiedene Kontourfelder und Nigel von Sperlingen und ver- 
setzten diese Gebilde mit 5 ccm PreBsaft + 10 ccm Puffer 
P, = 7 48 Stdn. auf 39° 

Ks ergab sich, daB der PreBsaft unter dieser Anordnung 
auch aus hornsubstanzenthaltenden Geweben Aminosiiuren frei- 
zumachen imstande ist. 


Tabelle 7. 
48 auf Amino-N 
PreBeatt Puffer | Pu = 7 2) . 4 mg-°/, 
PreBsaft + Puffer py =7 (1:2) + 0,72 Nigel, Peder 10 mg-?/, 
Phys.Kochsl. + Puffer p;,;=7 (1:2)+0,7 g Haare, Niigel, Feder 0 mg-°/, 


Uber die histologischen Verinderungen der hornsubstanz- 
enthaltenden Gewebe nach der Einwirkung des PreBsaftes be- 
halten wir uns vor, demniichst zu berichten. 

Bei dem Abschlusse unserer Versuche wurde uns liebens- 
wiirdigerweise vom Hofamte ein groBes, ausgewachsenes Exemplar 
von Kuttengeier (Vultur monachus) zu Versuchszwecken zur 
Verfiigung gestellt. Dieser Vogel wurde monatelang im Oko- 
nomate bloB mit Fleisch usw. in ungeheuren Mengen gefiittert. 
Kr muBte erst durch ein zweitigiges Hungern gezwungen werden, 
auch Befiedertes zu verzehren. 

Das angewiirgte Gewélle, nachdem der Vogel 4 Sperlinge 
und einen Raben aufgefressen hatte, das 32 g wog, aufgeschwemmt 
in viel Wasser, nachdem es vorerst ausgeprebt wurde, zeigte 
kaum eine keratolytische Kinwirkung auf die verschluckten 
Federn und Nagel. Die quantitative Bestimmung ergab auch 
ganz geringe Unterschiede zwischen dem Gehalt an Amino-N 
des PreBsaftes allein und desjenigen mit Keratin versetzt ge- 
gewesenen. 


q 
ope 
q 

Bee 

amy 


298 R. Stankovié, V. Arnovljevié und P. Matavulj, 


Tabelle 8. 
24 4 Stunden auf 39° Amino-N 
PreBsaft + Puffer Pu = 7 (1: 9). | 13, 3 me 
PreBsaft + Puffer = 7 (1:2) + Keratin 005g . . . {| 16,4 mg-%, 
Phys. Kochsl. + Puffer p,;, = 7 (1:2) + Keratin 0,05 gs. 0 mg-°/, 


Die Anschwemmung der am nichsten Tage ausgewiirgten 
Gewélle zeigte schon deutliche Verinderungen an den _ver- 
schluckten Federn. Es schwammem zahlreiche Hauptschafte 
der Tauben- und Rabenfedern an der Oberfliche des Wassers 
und auch die verschluckten Nigel wiesen deutlich sichtbare 
Veriinderungen auf. 

Die Analyse ergab: 


Tabelle 9. 
24 auf Amino-N 
PreBeaft + Pufier Pu = 1 2). 10 mg-°/, 
PreBsaft + Puffer pj; = 7 (1: 2) + Keratin 0 05 g .. . 15,5 mg-/, 
Phys. Kochsl. + Puffer p;; = 7 (1:2) + Keratin 0,05¢ . 0 mg-°/, 


Nach dem vierten Fiitterungstage mit Tauben war in 
der Aufschwemmung des Gewdlles kaum noch etwas von den 
Federstrahlen zu sehen. Es schwammen an der Oberfliche 
unzihlige kurze Hauptschiafte der verschluckten Federn. Der 
PreBsaft aus diesem Gewdlle ergab nachstehende Wirkung: 


Tabelle 10. 


24 Stunden wait 309° Amino-N 
PreBsaft - + Po =7(1:2). .. 7 mg-°/, 
PreBsaft + Puffer = 7 (1:2) + Keratin 0 05 « » 17,5mg-*/, 
Phys. Kochsl. + Puffer p;; = 7 (1:2) + Keratin 0,05 gs 0 mg-° 


Die tiglich wachsende Zunahme der keratolytischen Fiahig- 
keit des Kropfsaftes zeigt eine gewisse Analogie mit dem Ver- 
halten des Labfermentes beim Hunde unter ihnlichen Um- 


stinden. 
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SchluBfolgerungen. 


Der Kropfsaft des Astur palumbarius und Vultur monachus, 
gewonnen aus den ausgewiirgten Gewdllen nach Fiitterung mit 
verschiedenen ungerupften Vogelarten wirkt hydrolytisch auf 
reines Keratin (Héchst). Die keratolytische Wirkung des Kropf- 
saftes ist eine enzymatische, da sie bei einem Optimum zur 
Geltung kommt und durch !/, stiindige Inaktivierung bei 95° 
aufgehoben wird. 

Der Kropfsaft der genannten Itaubvégel setzt in vitro auch 
aus verhornten Geweben Aminosiuren frei. 

Im Kropfe der Végel selbst liuft die Keratolyse schneller 
ab als in vitro. 
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Neuartige Verbindungen von Glucose mit Phosphorsdure 


Von 


B. Helferich und H. du Mont. 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Greifswald.) 
(Der Redaktion zugegangen am 6, Februar 1929.) 


Bei verschiedenen sehr wichtigen biologischen Reaktionei 
spielen esterartige Verbindungen zwischen Zucker und Phosphor- 
siiure eine Rolle. Die bei solchen Reaktionen isolierten Zucker-— 
Phosphorséureverbindungen sind bisher in ihrer Konstitution 
mehr oder weniger fraglich. 

Es hat nicht an Versuchen gefehlt, Méglichkeiten, die zur 
synthetischen Bildung wohldefinierter Zucker—Phosphorsiure- 
ester fiihren, auszunutzen und die so erhaltenen Produkte mit 
den natiirlichen zu vergleichen.') Zwar ist es von vornherein 
wahrscheinlich, daB die Synthese zunichst wenigstens stabiie 
Produkte liefert, die mit den labilen Zwischenprodukten bio- 
logischer Reaktionen nicht identisch sind. 

Trotzdem lohnt es sich, solche synthetischen Substanzen 
herzustellen: EKinmal erméglicht die Kenntnis wohldefinierter 
Priiparate doch gelegentlich Schliisse auf die Zusammensetzung 
der Konstitution der bisher noch schlechtdefinierten Natur- 
produkte. Weiter ist aber die Synthese von heute zugiing- 
lichem Material ein Anfang, der durch Verfeinerung der 
Methoden schlieBlich auch das labilere Material, das als 
Zwischenprodukt in der Natur eine Rolle spielt, synthetisc) 
einwandfrei und eindeutig aufzubauen lehren wird. 

Die vorliegende Arbeit niitzt die vor einiger Zeit erfolgte 


') Literatur vgl. du Mont, Dissertation Greifswald 1929, 
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Entdeckung von acetylierter Glucose bzw. ihren Derivaten mit 
freiem 6-Hydroxyl aus’), um neuartige Phosphorsiiureester der 
Glucose und ihrer Derivate herzustellen, in denen sicher das 
6-Hydroxyl verestert ist. Die ersten Resultate seien in folgen- 
dem mitgeteilt”): 1,2,3,4, 2-Tetracetylglucose reagiert in Pyri- 
din mit Phosphoroxychlorid unter geeigneten Versuchsbedin- 
gungen so, daB in recht guter Ausbeute sich ein schén krystalli- 
siertes Tri-(8-tetracetyl-d-glucose-6-)phosphat isolieren (I). 


OAc OAc OAc 
| | | 
I . 
| ! 


Ks sei nebenbei erwihnt, daB aus den gleichen Substanzen 
bei etwas anderer Versuchsanordnoung sich in miBiger Aus- 
beute das *) isolieren 
Die Verseifung des Tri-(acetylglucose)-phosphats selbst 
mit den mildesten Mitteln fiihrte bisher nur zu einem amorphen 
Produkt. In ihm ist die Phosphorsiure als Ester organisch 
gebunden. Da aber die Reacetylierung dieses amorphen ‘Tri- 
phosphats nur in recht schlechter Ausbeute zu dem krystallinen 
Acetylprodukt, dem Ausgangsmaterial zuriickfiihrte, miissen 
andere Verainderungen vor sich gegangen sein. LEinerseits ist 
dabei an Acylwanderungen zu denken, die bei dem Triglucose- 
phosphat ja zu einer verwirrenden Anzahl von Isomeren fihren 
kénnen. Weiter ist aber zu beriicksichtigen, daB Ester zwischen 
Glucose und Siuren, bei denen das primaire 6-Hydroxyl ver- 
estert ist, haiufig recht leicht verseifbare Substanzen sind. 
Auch das Triglucosephosphat selbst ist dafiir ein gutes 
Beispiel: Unter den iiblichen Bedingungen der Osazonbildung 
erhilt man fast reines Glucosazon, das nur durch einen ge- 
ringen Bruchteil phosphorhaltiger Substanz verunreinigt ist. 
Es geniigt also das Erhitzen in essigsaurer Lésung auf 100°, 


') Helferich u. Klein, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 450, S. 219 
(1926), 
*) Einzelheiten vgl. du Mont, Dissertation, Greifswald 1929. 

8) Helferich u. Bredereck, Chem. Ber. Bd. 60, S. 1998 (1927). 
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um den in 6-Stellung befindlichen Phosphorsaureester zu ver- 
seifen. 

Dieses Resultat ist von Wichtigkeit bei der Beurteilung 
der Osazone natiirlicher Zucker—Phosphorsiureverbindungen. 
Man kann nicht, wie es z. B. beim Zymo-diphosphat geschehen 
ist, aus dem Verlust eines Phosphorsiurerestes bei der Osazon- 
bildung schlieBen, daB der abgespaltene Phosphorsiurerest in 
1-Stellung (oder in 2-Stellung) gesessen hat. Wie unser Bei- 
spiel beweist, ist eine Abspaltung unter den Bedingungen der 
Osazonbildung auch am 6-Hydroxyl méglich. 

In gleicher Weise wie bei der Tetracetylglucose (vgl. oben) 
fiihrt die Reaktion zwischen 3 Molekiilen Triacetyl-a-methy]l- 
glucosid?) (mit freiem 6-Hydroxyl) in Pyridin mit einem Molekiil 
Phosphoroxychlorid zu einem schén krystallisierten Tri-[triacety]- 
a-methy]-d-glucosid]-phosphat (II) 

OAc OAc OAc 
Il O:P[—O—CH,—CH— 

Die Stabilitit dieser Verbindung ist erheblich gréBer als 
die des Tri-[tetracetyl-glucose]-phosphats (vgl. oben). Durch 
Umsatz mit Jodnatrium in Aceton bei etwa 135° lieB sich 


das entsprechende 6-Jodhydrin ’) 
OAc OAc OAc 


JCH,—CH—CH—CH—CH—Ci—OCH, 


erhalten. 
Die Abspaltung der Acetylgruppen fiihrte auch hier zu 


einem amorphen Produkt, das aber sehr viel stabiler war als 

das Triglucosephosphat und einen durchaus einheitlichen Kin- 

druck macht. Es lieB sich dieses 'Tri-@-methylglucosid-phosphat 
OH OH OH 


IV. 
| | 
O 


") Helferich, Bredereck u. Schneidmiiller, Liebigs Ann. der 


Chem. Bd. 458, S. 113 (1927). 
*) Helferich u. Himmen, Chem. Ber. Bd. 61, S. 1831 (1928). 
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glatt und in recht guter Ausbeute reacetylieren zum Ausgangs- 
material, so daB man in ihm Acylwanderung oder Verseifung 
der Phosphorsiurereste héchstens in ganz untergeordnetem 
anzunehmen hat. 

Ks ist dies ein erneutes Beispiel dafiir, daB durch gluco- 
sidische Festlegung des 1-Hydroxyls die am 6-Hydroxyl ein- 
getretenen Substituenten fester sitzen als in der freien Glucose, 
eine Tatsache, die bei Beurteilung der Konstitution von Natur- 
produkten in Betracht zu ziehen ist. 

Wir haben den Besitz des sicherlich weitgehend — wenn 
nicht ganz — einheitlichen Tri-c-methylglucosid-phosphats be- 
nutzt zur Beantwortung der Frage, ob die «-glucosidische 
Gruppe in ihm durch @-Glucosidase abspaltbar ist. Es ist 
uns unter verschiedenen Bedingungen der Wasserstoffionen- 
konzentration, Anwendung verschiedener Methoden zur Frei- 
legung des Ferments bisher in keinem Fall gelungen, eine 
Spaltung nachzuweisen. 

Es sei noch erwihnt, daB auch die 1,2,3,6(?)-Tetracetyl- 
glucose?) zu &bnlichen Versuchen herangezogen ist. Auch hier 
gelang es, Phosphorsidurereste einzufiihren, ebenso gelang es 
auf Umwegen, ein neues krystallisiertes Tetracetyljodhydrin der 
Glucose zu machen, das vielleicht iiber die Stellung der freien 
Hydroxylgruppe in dem Ausgangsmaterial und damit iiber die 
Stellung der Phosphorsiiure Auskunft geben kann. Aber diese 
Versuche miissen erst noch fortgesetzt werden mit dem Ziel, 
auch hier einheitliches Material zu bekommen. 


Versuchsteil. 


Tri-[ 7, (I). 


Kine auf etwa — 20° abgekiihlte Lésung von 11 g 1,2,3,4- 
Tetracetyl-d-glucose ?) (8 Mol.) in 50 ccm absolutem Pyridin 


1) B. Helferich u. W. Klein, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 450, 
S. 219 (1926). 

*) B. Helferich u. W. Klein, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 450, 
S. 222 (1926), 
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wird mit einer ebenso kalten Liésung von 0,99 ccm frisch 
destilliertem Phosphoroxy-chlorid (1 Mol.) in 10 ccm absolutem 
Pyridin unter Umschiitteln in einem GuB versetzt (Ausschluf 
von Luftfeuchtigkeit). Die zunichst sich orangerot fairbende 
Lésung wird noch 3/, Stunde in Kiltemischung aufbewahrt, 
dann 24 Stunden bei Zimmertemperatur. Dabei hellt sie sich 
unter Abscheidung von Pyridinsalzen wieder auf. Die Mischung 
wird unbekiimmert um diese Abscheidung bei 0° mit eiskaltem 
Wasser versetzt, bis nach Auflésung der Pyridinsalze gerade 
eben eine nunmehr Olige Fallung sich durch beginnende Triibung 
andeutet (etwa 250 ccm Wasser). Nach dem Impfen — eine 
kleine Probe der Liésung liefert beim Versetzen mit mehr 
Wasser und Reiben die Impfkrystalle — fallt dann das Tri- 
phosphat in farblosen, schénen Krystallen aus, die durch Lésen 
in 40 Vol.-Teilen Aceton und Fallen mit dem gleichen Volumen 
Wasser von 50°, Impfen und Abkiihlen gereinigt werden. Bei 
Wiederholung dieser Umkrystallisation braucht man das 21/, fache 
der beim erstenmal angewandten Mengen Aceton und Wasser. 

Aus den Mutterlaugen Jai8t sich noch weiteres Material 
gewinnen. Die Gesamtausbeute an reiner Substanz betrigt 
6g, d.i. etwa 52°/, d. Th. 

Die Substanz schmilzt bei 236—237° (korr.). Sie ist 
leicht léslich in Pyridin und Chloroform, etwas schwerer in 
Aceton, noch schwerer in Alkohol und Methanol, recht schwer 
bis unléslich in Ather, Wasser, Petrolither und Ligroin. 

0,1112 g Substanz gaben 0,1910 g CO,, 0,0546 g H,O. 


4,372 mg » 1,41 mg CO,, 2,09 mg H,O. 
0,1486 g »  0,2611g Phosphormolybdat(Faktor: 0,0144). 
O4gH5705,P (1088) Ber. C 46,32 °/, H 6,37 *%, P 2,84 °/, 


Gef. 46,8, 46,21 "lo » 5,9, 5,35 2,6 "lo 
Zur Bestimmung des Phosphors wurde die Substanz 
mit rauchender Salpetersiiure und Kaliumpermanganat?) aut- 
geschlossen und die Phosphorsiiure mit Ammonmolybdat ’) 
gefillt.®) 
1) Marie, Zs. f. anal. Chem. Bd. 51, S. 161 (1912). 


2) Lorentz, Zs. f. anal. Chem. Bd. 46, 8. 193 (1907). 
8) Einzelheiten vgl. die Dissertation du Mont, Greifswald 1929. 
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Die Drehung wurde in Chloroform bestimmt: 


1,69 x 2,6332 
1 x 0,1006 x 1,464 
1,69 x 2,5458 


=+ +x 0.0982 x 1,469 


= + 31,4°. 


Tri-{ d-glucose |-phosphat. 

Durch Verseifung der Acetylverbindung nach Zemplen’), 
in der von Helferich und Collatz angegebenen Abinderung ”) 
erhalt man das Tri-glucose-phosphat als amorphe, sehr hygro- 
skopische Masse.*) Die Substanz enthilt Phosphorsiure in 
organischer Bindung. Sie ist leicht léslich in Wasser, schwerer 
in Methanol, schon recht schwer in Alkohol und so gut wie 
unléslich in den iibrigen gebriuchlichen Lésungsmitteln. Die 
wiBrige Lésung gibt mit Magnesiamixtur keine Fallung. Sie 
reduziert Fehlingsche Lésung in der Hitze. 

Bei der Osazonbildung tritt unter den iiblichen Be- 
dingungen weitgehende Abspaltung von Phosphorsiiure ein: 

2,2 g des verseiften Acetats (aus 4 g unverseiftem) werden 
init 4,4 com Phenylhydrazin und 4,4 ccm Essigsiure von 50 °/, 
1 Stunde auf dem Wasserbad erwirmt. Aus dem in der Hitze 
abgeschiedenen 6ligen Produkt krystallisiert beim Abkihlen 
das Osazon aus. Nach mehrfachem Umkrystallisieren zeigt es 
den Schmelz-Zersetzungspunkt von etwa 200° Eine nach dem 
oben angegebenen Verfahren durchgefiihrte Phosphor-Bestim- 
mung ergab Werte, die weit unter den fiir ein Tri-gluc-osazon- 
phosphat berechneten liegen: 

0,1150 g Substanz gaben 0,0107 g Phosphor-molybdat (vgl. oben). 

(1118,6) Ber. P Gef. P 0,13 °%, 

Die Reacetylierung des amorphen Tri-glucose-phosphats figjhrte 
nur in recht schlechter Ausbeute zu dem als Ausgangsmaterial ver- 
wandten Acetylprodukt zuriick: 


1,3 g der unter vermindertem Druck iiber P,O, bis zur Konstanz 
getrockneten Substanz wurden in 7,5 ccm absolutem Pyridin gelést und, 


1) Chem. Ber. Bd. 59, S. 1159 (1926). 
*) Chem. Ber. Bd. 61, S. 1642 (1928). 
*) Einzelheiten vgl. die Dissertation du Mont, Greifswald 1929. 
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mit 3,7 cem Essigsiureanhydrid versetzt, etwa 16 Stunden bei Zimmer- 
temperatur aufbewahrt. Nach dem Verdiinnen der Lésung mit Wasser 
bis zur eben beginnenden Triibung krystallisiert langsam, nach dem 
Impfen, das voll-acetylierte Tri-glucose-6-phosphat. Die Rohausbeute 
betriigt aber nur 0,25 g, d.i. etwa 10°/, d. Th. Das durch Umkrystalli- 
sieren vollig gereinigte Produkt wurde durch Schmelzpunkt und Misch- 
schmelzpunkt identifiziert. 


1, 2,3,4, §-Tetracetyl-d-glucose-6-chlorhydrin. 

1g 1,2,3,4-Tetracetyl-d-glucose!) (= 1 Mol.) in 5 ccm 
absolutem Pyridin wird bei etwa — 20° zu einer ebenso kalten 
Lésung von 0,3 ccm Phosphoroxychlorid (= etwa 1,1 Mol.) in 
5 ccm absolutem Pyridin unter Ausschlu8 von Feuchtigkeit 
zugetropft, die Mischung 1/, Stunde in Kaltemischung, dann 
etwa 24 Stunden bei Zimmertemperatur aufbewahrt, dann auf 
0° abgekiihlt und bis zur Triibung mit (etwa 10 ccm) eis- 
kaltem Wasser versetzt. Es krystallisiert das Tetracetyl- 
chlorhydrin aus, das nach Umkrystallisieren durch Schmelz- 
punkt und Mischschmelzpunkt mit einem auf anderem Wege’, 
hergestellten Priiparat identifiziert wurde. 


(II). 

Eine auf etwa — 20° abgekiihlte Lésung von 10g 2,3,4- 
Triatetyl-a-methyl-d-glucosid*) (= 3 Mol.) in 10 ccm absolutem 
Pyridin wird mit einer ebenso kalten Liésung von 0,9 ccm 
Phosphor-oxychlorid (= etwa 1 Mol.) versetzt. Aufbewahrung 
und Aufarbeitung ist genau wie oben bei dem Tri-[tetracetyl- 
glucose]-phosphat beschrieben. Das schén krystallisierte Rob- 
produkt wird durch Lésen in 2 Vol.-Teilen warmem Aceton 
und portionsweises Fallen mit im ganzen etwa dem doppelten 
Volumen Wasser vollig gereinigt. Die Ausbeute betrigt 6,7 g, 


d. i. etwa 62°/, d. Th. 
Die Substanz schmilzt bei 185°. Sie ist leicht léslich in 


1) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 450, S. 222 (1926). 
®) Helferich u. Bredereck, Chem. Ber. Bd. 60, S. 1998 (1927). 
’) Helferich, Bredereck u. Schneidmiller, Liebigs Ann. der 


Chem. Bd. 458, S. 113 (1927). 
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Pyridin und Chloroform, léslich in Aceton, schwerer in Methanol 
und Alkohol und sehr schwer bis unléslich in Ather, Wasser 
und Petrolither. 

0,1146 g Substanz gaben 0,0576 g H,O, 0,1950 g CO,. 


0,1054 g »  0,1969 g Phosphormolybdat (vgl. oben). 
(1004,5) Ber. C 46,59°/, H5,72% P 
Gef. ,, 46,43 3,62 2,7 


Die Drehung der Substanz wurde in Chloroform bestimmt: 


18,6 x 2,3616 
’ 
0,1984 x 1,460 x 1 


= + 151,9°. 


Die Substanz geht beim Erhitzen mit einem Gewichtsteil 
Jodnatrium in etwa 5 Vol.-Teilen Aceton im EinschluBrohr 
auf etwa 135—140° (15 Stunden lang) in Tri-acetyl-c-methyl- 
(l-glucosid-6-jodhydrin ') (III) titber. (Ausbeute 30°/, d. Th.) 


Tri-|@-methyl-d-glucosid-6|-phosphat (IV). 

Die Verseifung der Acetylgruppen wird durchgefiihrt, wie 
es fiir die Acetylverbindung des Triglucose-phosphats an- 
gegeben ist.) Die Substanz wird durch Ausziehen mit warmem 
absolutem Alkohol von dem Natriumsulfat getrennt und durch 
Verdampfen zur Trockne isoliert. Die Ausbeute betrigt etwa 
68°/, d. Th. (1,7 g aus 4g des Acetats). So isoliert, bildet 
die Substanz eine amorphe leicht zerreibliche, farblose, etwas 
hygroskopische Masse. Sie ist leicht léslich in Wasser, weniger 
in Methanol und Alkohol, schwer bis unléslich in den iibrigen 
gebriiuchlichen organischen Lésungsmitteln. Sie enthalt Phos- 
phorsiure in organischer Bindung (qual. Probe). 

Entsprechend ihrem amorphen Zustand zeigt die Substanz 
keinen charakteristischen Schmelzpunkt: Sie beginnt schon bei 
etwa 50° zu erweichen. Zu Analyse und Drehung wurde sie 
unter vermindertem Druck bei 35° iiber Phosphorpentoxyd 
vetrocknet. 

0,1285 g Substanz gaben 0,1900 g CO,, 0,0782 g H,O. 

C,,H3,0;,P (626,38) Ber. C 40,2 °/, H 6,3 °/, 
Gef. ,, 40,3 » 6,8 


') Helferich u. Himmen, Chem. Ber. Bd. 61, S. 1881 (1928). 
*) Einzelheiten vgl. die Dissertation du Mont, Greifswald 1929. 
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Die Substanz reduziert Fehlingsche Lésung erst nach 
der Hydrolyse mit Mineralsiuren. 

Ihre Drehung wurde in Wasser bestimmt: 

Die Reacetylierung fiihrt in guter Ausbeute zum Aus- 
gangsmaterial zuriick: 0,1 g liefern mit 0,6 ccm einer Mischung 
gleicher Teile von absolutem Pyridin und KEssigsiureanhydrid 
nach etwa 20stiindigem Aufbewahren bei Zimmertemperatur, 
Versetzen mit etwa 3 ccm Wasser und Animpfen des zuniichst 
ausfallenden Sirups eine krystallin-briécklige Masse, die, aus 
Aceton mit Wasser umkrystallisiert (vgl. oben) 0,09 g (das ist 
etwa 56°/, d. Th.) der Acetylverbindung geben, die durcli 
Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt identifiziert wurde. 
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Fig. 1. Atiopyroporphyrin, aus Pyroporphyrin nach dem Paraffinverfahren dargesteilt. 
zg. 2. Atiomesoporphyrin, aus Mesoporphyrin nach dem Paraffinverfabren dargestellt. 


ve-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Bd. CLXXXI. ‘Tafel 1. 
chumm, Uber die Gewinnung von Hiiminderivaten durch Brenzreaktionen“. 
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Fig. 3. Aus Himin durch Decarboxylierung mit Paraffin bei 360° und nachfolgende 
Enteisenung mit Phenol-Oxalsdure gewonnenes ,,Atioporphyrin’. 


#4. Pyroporphyrinmetbylester aus Pyroporphyrip, das nach der Phenol-KIHSO,- 
Methode aus Himin darygestelit war. 


‘Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Bd. CLXNXI. Tafel 
-chumim, Uber die Gewinnung von Hiiminderivaten dureh Brenzreaktionen”. 
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pe-Seylers Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Bd. CLNXNI, ‘Tafel 1 
Hilde Turnwald und Felix Haurowitz, Uber die Schwermetalle 
der menschlichen Leber und ihren spektrographischen Nachweis", 


Verlag von Walter de Gruvter & ¢ 
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Fig 2. 
Sevler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band CLXXXI. Tafel LV. 
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i pe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band LCXXXI. Tafel V. |, 
Zu ,,Holtz und y. Brand, Uber rapverii 
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Hop pe-Sevler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band LCOXXXI. Tafel V1. 


Zu ,,Holtz und vy. Brand, Uber einige Organveriinderungen | 
durch groBe Vigantolgaben bei der Ratte.“ 


Verlag von Walter de Gruyter & Co,, Berlin, 
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